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第 1章 
序論 
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1-1. はじめに 
1953年にワトソン・クリックにより DNAの二重らせん構造が解明され(1)、分子レベルで
遺伝の仕組みが明らかにされた。1970代後半になり DNAを解析、加工する技術いわゆる遺
伝子工学技術が発展し、急速に生物の遺伝情報に関する知見が蓄えられてきた。2003 年に
はヒトゲノム計画が完了し、ヒトの染色体を構成する全 DNA 配列が明らかにされた(2)。ヒ
トゲノム計画終了時の報告では、ヒトの全ゲノム配列の中で遺伝子と呼ばれる領域は約 2%
に過ぎないとされ、それ以外の領域は生命活動の維持に必要ではないジャンク DNA である
と考えられていた。しかし、2007年から始まった ENCODEプロジェクトの成果により、遺
伝子配列を持たない領域からも膨大な数の RNA が転写されていることが明らかになった(3)。
これらの RNAには大小様々なものが含まれているが、それらの多くが特有の機能を有し遺
伝子の発現調節を担っている。現在では、全ゲノム配列の 80%以上が生命活動の維持に関
わっているとされている。 
 前述した機能性の RNA は、非タンパク質コード領域より転写されることから non-coding 
RNA (ncRNA)と呼ばれている。X染色体の不活性化に関わる Xist RNA(4)、RNAスプライシ
ングに関わる small nuclear RNA (snRNA) (5)などが良く知られているが、特に注目を集めてい
るものとして本論文の研究対象である microRNA (miRNA)が挙げられる。 
 
1-2. microRNA 
 miRNA の存在が初めて示唆されたのは 1993 年のことである。Lee らは、線虫において
Lin-4をコードする mRNA に結合し、翻訳抑制を行う small RNA が存在することを報告した
(6)。しばらくの間このような small RNA に関する研究は報告されなかったが、2000 年に
Pasquinelliらが、哺乳類を含めた線虫以外の生物種においても Leeらの発見した small RNA
が保存されていることを明らかにしたことで、急激に miRNA に関する研究が進められた(7)。
これまでの研究で、ヒトにおいては 1000 種類前後の miRNA が同定されており、それぞれ
が生体内における多くの重要な機能に関わっていることが明らかになっている。また、
miRNA は 18 - 25 塩基の 1 本鎖 RNA であること、ヒト遺伝子の 3 分の 1 以上は何らかの
miRNA によって制御されていることなどが次第に分かってきた(8)。 
 
1-3. miRNAの生合成および作用機構 
 この項では、前駆体として転写された miRNA が数段階のプロセッシングを受けることに
より成熟化する経路および、成熟化した miRNA が標的とする遺伝子の発現を阻害する機構
に関して述べる。Fig 1-1 に示すように、miRNA は RNA ポリメラーゼⅡによって、複数の
ステムループ構造を含む1000 - 3000塩基長の1本鎖RNAであるprimary miRNA (pri-miRNA)
として転写される(9)。そして RNaseⅢファミリーに属するDroshaによって核内で切断され、 
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70 - 100塩基長程度のステムループ型構造をもつ precursor miRNA (pre-miRNA)となる(10)。そ
の後、核外輸送タンパク質である Exportin 5(11, 12)によって細胞質へと運び込まれた
pre-miRNA は、Drosha と同じく RNaseⅢファミリーに属する Dicer によって再び切断され、
18 - 25塩基長の 2本鎖 RNA 構造をもつ miRNA/miRNA*2本鎖(mature miRNA)となる(13, 14)。 
 2 段階の切断過程を経て生成された mature miRNA は、RNA induced silencing complex 
(RISC)と呼ばれるタンパク質複合体に取り込まれる(15)。そして、RISC 内で unwinding と呼
ばれる反応が起こり mature miRNA の片側の鎖が取り除かれ RISC が成熟する。この際に
RISC に残る鎖の割合は 2本鎖 RNAの熱力学安定性に依存し、miRNA の種類によって大き
く異なる。一般的に、より多く取り込まれる鎖を miRNA 鎖、取り込み量の少ない鎖を
miRNA*鎖と呼んでいる。稀に 2 本鎖の取り込み量が均等に近い miRNA に対しては、基と
Fig 1-1. miRNAの生合成経路 
 miRNAは RNAポリメラーゼⅡによって、1000 – 3000塩基長の 1本鎖 RNAである pri-miRNAとして
転写される。pri-miRNAが Droshaによって切断されることで、70 – 100塩基長の pre-miRNAが生成され
る。pre-miRNA は Exportin 5 によって核内から細胞質へと運び出され、Dicer による切断を受け
miRNA/miRNA*2本鎖となる。miRNA/miRNA*2 本鎖は RISCと呼ばれるタンパク質複合体に取り込まれ、
unwindingと呼ばれる機構によって miRNA*鎖が放出される。miRNA-RISC 複合体は標的となる mRNAに
結合し、タンパク質の翻訳抑制を行う。 
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なった pre-miRNA 内での位置関係から miRNA-#-5pまたは miRNA-#-3pと表記される(16)。 
 成熟 RISC に残った miRNA は相動性を有する標的 mRNA に結合する。ほとんどの場合、
mRNA の 3’-非翻訳領域(3’-UTR)に存在する配列が miRNA の標的となる(17)。この際に非常
に重要になるのが、シード配列と呼ばれる miRNA鎖の 5’末端から 2-8番目の塩基配列であ
る(18)。RISC-miRNA 複合体はシード配列と相補性の高い配列をもつ mRNA に選択的に結合
し、RNA干渉と呼ばれるタンパク質の翻訳抑制を行う。RNA 干渉の機構については未知な
点が多いが、miRNAの標的 mRNA への結合様式によって大きく 2つに分かれるとされてい
る。1つはmiRNAとmRNAが、ほぼ全ての塩基間で水素結合を形成した状態に起こるmRNA
の分解機構である(19)。これは RISCの主要構成タンパク質である Argonaute2 (Ago2)の働きに
よるものであり、miRNAの 5’末端から 10番目と 11番目の塩基に対応する部位で mRNA を
切断する。一方、miRNA-mRNA 間の上記した切断部位にミスマッチがある場合は Ago2 に
よる分解反応は起こらず、異なった翻訳抑制機構が働く(20)。こちらの作用機構に関する知
見は未だ十分に得られていないが、翻訳開始因子のキャップ構造認識阻害や polyA 尾部の
分解による mRNA の不安定化など、複数の経路によりタンパク質の生成を抑制していると
考えられている。後者の機構が存在することにより、miRNA はシード配列さえ一致すれば
結合した mRNA に対して翻訳抑制を行うことが出来る。そのため 1 種類の miRNA が多数
の mRNA を標的とすることが可能となり、1 種類の miRNA は平均 200 種類の mRNA に対
して翻訳抑制を行っているとされている(21, 22)。 
 
1-4. miRNAとがん 
 miRNA の中には、細胞組織の恒常性維持に深く関わるものが多数含まれており、これら
の異常発現は様々な疾患を引き起こす原因となる(22)。2000 年代半ばから、マイクロアレイ
や次世代シーケンサーを用いて miRNA プロファイリングを行った研究が多数行われ、がん
組織と正常組織では miRNA の発現パターンが大きく異なることが明らかになった(23)。さら
に、がんの種類によって急激に発現が増加または減少する miRNAが特定されており、がん
治療薬の標的因子、もしくは診断のためのバイオマーカーとしても注目されている(24, 25)。 
 現在考えられている miRNAを利用した治療法は大きく 2つに分けられる。1つは、が 
ん細胞で特異的に減少している miRNA を外部から補充する方法である。例えば、Kotaらは
肝がん組織において miR-26の発現量が著しく低下していることを明らかにし、これを肝が
んモデルマウスに導入することにより腫瘍の増殖が抑制されることを報告した(26)。また、
Takeshita らは前立腺がんの細胞株で miR-16 の発現量が著しく低下していることを見出し、
これを前立腺がんの骨転移モデルマウスに導入したところ、がんの骨転移が有意に抑制さ
れることを明らかにしている(27)。もう一方の治療法は、がん細胞で高発現している miRNA
の機能阻害によるものである。がんの形成・維持に関わる miRNA で最も有名なものは
miR-21である。この miRNA は、ほぼ全ての固形がん種において高発現していることが明ら
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かになっている(28)。後述する miRNA inhibitor を用いた miR-21の機能阻害は非常に有効な手
法であり、様々ながんに対する増殖抑制効果が確認されている(29, 30)。例えばYanらは、miR-21
に対する miRNA inhibitor を用いることでマウス生体内における乳がん細胞の増殖を抑制し
た。 
 miRNA を標的とした治療方法は多くのがんに有効であると同時に、がん選択的に増殖抑
制を誘導できるため、極めて副作用が少ない手法であると考えられている。すでに miRNA
医薬品に関する臨床試験が活発に行われており、近い将来、画期的な新薬として多くの
miRNA 医薬品が開発されると思われる (31)。 
 
Table 1-1. 各種がんで発現に変化が見られる miRNA(24) 
がんの種類 発現上昇 miRNAs 発現低下 miRNAs 
脳腫瘍 miR-21, 221 miR-128, 181 
乳がん 
miR-9-1, 10b, 17-5p, 21, 29b-2, 34, 146, 
155, 181b-1, 213 
let-7, miR-15a, 16, 125a, 125b, 127, 
145, 204 
肺がん 
miR-17-5p, 17-92, 21, 24-2, 106a, 128b, 
146, 150, 155, 191, 192, 197, 199a-1, 
203, 205, 210, 212, 214 
let-7, miR-9, 26a-1, 27b, 29b-2, 32, 33, 
30a-5p, 95, 101-1, 124, 125a,  
126, 140, 143, 145, 181, 198, 192, 
199b, 216, 218-2, 219-1, 220, 224 
食道がん miR-21, 93 miR-203, 205 
胃がん 
miR-21, 24-1, 24-2, 25, 92-2, 107, 191, 
214, 221, 223 
let-7 
結腸直腸がん 
miR-17-5p, 20a, 21, 24-1, 24-2, 29b-2, 
30c, 31, 32, 96, 106a, 107, 128b, 135b, 
155, 183, 191, 221, 223 
let-7, miR-34, 127, 133b, 143, 145 
肝がん 
miR-15b, 18a, 21, 106b, 221, 222, 224 let-7, miR-101, 122a, 125a, 195, 199a, 
200a 
膵臓がん 
miR-17-5p, 20a, 21, 24-1, 24-2, 25, 
29b-2, 30c, 32, 92-2, 100, 106a, 107, 
125b, 128b, 146, 155, 181a, 181b-1, 
191, 196a, 196b, 199a-1, 212, 214, 221, 
223, 301, 376a 
miR-139, 142, 345, 375 
前立腺がん 
miR-17-5p, 20a, 21, 25, 30c, 32, 92-2, 
106a, 146, 181b-1, 191, 199a-1, 214, 
223 
miR-15a, 16, 143, 145, 218-2 
子宮頸がん miR-21, 199a miR-143, 145 
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1-5. miRNA inhibitor 
 miRNA鎖に対するアンチセンス核酸を総称して miRNA inhibitorと呼んでいる。現在最も
よく使用されているmiRNA inhibitorは locked nucleic acid (LNA)や 2’-O-methyl RNA (2’OMe)
などの化学修飾核酸を用いて化学合成されたものである(32-34) (Fig 1-2)。これら化学修飾核
酸は非修飾の DNA および RNA よりも高い 2 本鎖形成能をもつことが知られている(33)。そ
のため、これらを用いて合成した化学修飾 miRNA inhibitorを細胞内に導入すると、細胞内
での miRNA-mRNA 間の結合を競合的に阻害することが出来る。またベクターを利用し、
miRNA inhibitor を内在的に強制発現させる手法も開発が進んでいる(35)。すでに基礎研究ツ
ールとして販売されているものもあり、例えば Genecopoeia社の miArrest、Takara社の TuD 
RNA などが知られている。どちらの手法も培養細胞に対する実験では有効に利用されてい
る。しかし薬剤として応用する場合には、組織への送達の容易さから化学修飾 miRNA 
inhibitorの方が有効であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
1-6. small interfering RNA 
 RISCを介した mRNA分解機構は非常に感度が良いため、この機構を応用した標的 mRNA
選択的な分解法が開発され幅広い分野で使用されている。前述したように miRNA が標的
mRNA に対してフルマッチに結合した場合、その mRNA は Ago2 のはたらきによって速や
かに分解される(19)。この機構を利用し目的の mRNA だけを特異的に分解するために用いら
れるのが small interfering RNA (siRNA)である。siRNA は人工的に合成される 19 - 25塩基対
の短鎖 2本鎖 RNAであり、細胞内に導入されると miRNA と同様の RISC を介した RNA 干
渉を誘導する(36)。siRNAを構成する RNA 鎖は、それぞれガイド鎖とパッセンジャー鎖と呼
ばれている。ガイド鎖は標的 mRNA に対して相補的な配列を持つように設計され、パッセ
ンジャー鎖はガイド鎖に完全に相補的に結合するように設計される(36)。細胞内に siRNA2
Fig 1-2. DNA、RNA、LNA、2’OMeの構造(33) 
 非修飾核酸である DNAおよび RNA、修飾核酸である LNAおよび 2’OMeの構造を示した。 
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本鎖を導入するとmiRNA経路と同様にRISCに取り込まれ、siRNAの 1本鎖化が行われる。
その後、ガイド鎖-RISC 複合体は標的となる mRNA に選択的に認識し分解を行うことによ
り、対応するタンパク質の産生を選択的に阻害する。 
 siRNA を用いた遺伝子ノックダウン法は極めて感度が良く、しかも比較的簡単に行える
手法であるため、すでに生物学実験における基礎技術として認知されている。また医療の
面においても、抗体医薬とならんで次世代の分子標的薬として期待を集めている。加えて、
抗体医薬含め既存のバイオ医薬は、微生物もしくは高等生物由来の細胞を用いた大型培養
により調製されるが、siRNA は化学合成によって調製できるため、迅速かつ安定的に供給
することが可能である。siRNA 医薬品は、miRNA 医薬品と同様に今後ますます研究が進ん
でいくと期待されている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 1-3. siRNA作用機構の簡略図 
 ガイド鎖とパッセンジャー鎖から成る siRNAは、RISCに取り込まれた後にパッセンジャー鎖が取り
除かれガイド鎖だけが RISCに保持される。ガイド鎖-RISC 複合体は標的 mRNAに結合し、RISCの主
要タンパク質である Ago2の働きによって mRNAを分解する。 
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1-7. 本研究の目的と概要 
 これまで述べてきたように細胞内における RNA干渉経路に関する研究は、がんを初めと
する様々な疾患に対する理解を飛躍的に深め、画期的な治療薬の創出につながる。RNA 干
渉の経路を標的とした様々な新薬候補が次々に生み出されている中、本研究では、独自の
技術を活かした新たな核酸医薬の創製を目指した。 
 第 2章では、新しい miRNA inhibitorである LidNA の開発について述べる。 LidNA は非
修飾 DNA を用いて作られた世界で初めての miRNA inhibitorである。第 3章では表面プラズ
モン共鳴および蛍光偏光の技術を用いて、LidNA の結合機構を解明したことについて述べ
る。第 4章では RNAと DNA からなる hetero siRNA の開発について述べる。第 5章におい
ては第 4章で得られた知見を基に高活性型 miRNAを作製したことについて述べる。第 6章
では pre-miRNAのノックダウンによる新しい miRNA の機能阻害法について述べる。最後に
本研究全体について総括を行い今後の展望を述べる。 
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第 2章 
非修飾 DNA を用いた 
新しい miRNA inhibitor 
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2-1. 緒言 
 マイクロアレイや次世代シーケンサーなどの普及により、あらゆる組織に対する
microRNA プロファイリングが世界中で活発に行われている(1, 2)。その成果の 1 つとして、
がん細胞と正常細胞ではmiRNAの発現パターンが大きく異なることが次第に明らかにされ
てきた(3)。がん細胞内で過剰に発現している miRNA の中には、がんの形成維持に関わるも
のも多く含まれており、これらの機能を阻害することによる腫瘍増殖抑制効果が相次いで
報告されている(4, 5)。ほとんどの場合 miRNA の機能阻害には、miRNA inhibitor と呼ばれる
標的 miRNA に対して相補的な配列を持つアンチセンス核酸が用いられる。これら miRNA 
inhibitorの多くは LNAや 2’OMeなどの合成化学修飾核酸である(6-8)。これら修飾核酸を用い
ることにより、アンチセンス核酸の RNAへの結合力が飛躍的に高まるため効果的な miRNA
の機能阻害が可能になる。化学修飾 miRNA inhibitor は大変有効なツールであるが、合成コ
ストの負担が大きい。一方、非修飾の DNAを用いたアンチセンス核酸は低コストでの合成
が可能である。しかしながら非修飾アンチセンス DNA の RNA への結合力は、RNA-RNA
間の結合を阻害できるほど強くなく、これまで miRNA inhibitorとして使用することは不可
能であった(9)。非修飾アンチセンス DNA を用いた miRNA inhibitor の実現には、何らかの
手段で miRNA の結合力を高めることが必須である。 
 抗体の可変領域だけをつなぎ合わせて作られる scFV や diabody の結合力は、ほとんどの
場合に由来する抗体の結合力よりも大きく低下してしまう事が知られている(10)。つまり抗
体の結合力は抗体の可変領域だけに依存するのではなく、抗体全体で安定した構造をとる
ことにより得られていると推測される。この考えを基にして新しい非修飾アンチセンス
DNA の開発に取り組んだ。一般的にアンチセンス DNA は標的の核酸分子に対して相補的
な配列をもつ 1 本鎖 DNA を指すが、新たに考案したアンチセンス DNA は標的結合配列の
末端に 2本鎖 DNA 領域をもつ。この構造体を「miRNAにふたをする DNA」という意味か
ら LidNA と名付けた (Fig 2-1)。本章ではレポータージーンアッセイを用いて、LidNA の
miRNA 阻害効果を検証した。 
 
 
 
Fig 2-1. 標準型 LidNAの構造 
 標準型となる LidNAは 2つの 1本鎖 DNAを用いて調製した。中心には 2つの miRNA 結合領域、両末
端には 2本鎖領域を有している。矢印の向きは核酸が 5’-3’の向きに並んでいることを表している。 
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2-2. 材料と方法 
 
2-2-1. 細胞培養 
ヒト胎児腎由来 HEK293T 細胞を、ウシ胎児血清(FBS) (CCB)、100 units/mL penicillin G 
(Wako)および100 µg/mL streptomycin (Wako)添加Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; 
Wako)を用いて培養した。 
 
2-2-1. LidNA の形成 
実験に用いた DNA の合成は全て Greiner社に依頼した。LidNA を形成するための DNA鎖
を、それぞれ 1.25 – 5.00 µMの濃度になるように PBS (-)中で混合し、95℃で 5分間加熱後、
30 分以上かけて徐々に 37℃まで冷却することでアニーリングを行った。LidNA の形成確認
は 20%非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動により行った。本章において作成したLidNA
の配列及び構造を Fig 2-2A、Bに示した。 
 
2-2-2. レポータージーンアッセイ 
 LidNA の活性はレポータージーンアッセイを用いて測定した。活性測定には赤色蛍光タ
ンパク質である DsRed2の発現ベクター(pDsRed2-miR16target)を用いている。DsRed2遺伝子
の 3’-UTR には予め miR-16の相補配列が組み込まれている (Fig 2-3)。また細胞間のプラス
ミド導入効率を補正するため、遺伝子内に miR-16 の結合配列を含まない GFP の発現ベクタ
ー(pCAGGS-GFP)を用いた。HEK293T細胞を 6.0 × 104 cells/wellの割合で 24穴プレートに播
種した。16 - 24時間後、活性を測定する LidNA、pDsRed2-miR16target、pCAGGS-GFP を、
Lipofectamine LTX (Invitrogen)を用いて HEK293T細胞に同時に導入した。四日目に、培養上
清を除き TBST buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.05 % Triton-X)を用いて細胞
の溶解を行った。1.5 ml容の遠心チューブに細胞溶解液を移し、遠心分離により不溶性画分
を沈殿させた後に、上澄みに含まれる蛍光量を蛍光マイクロプレートリーダー (Thermo 
Scientific)を用いて測定した。得られたDsRed2/GFPの値を基にLidNAの活性比較を行った。 
結果は同様の実験を 3回実施した平均値で示した。 
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Fig 2-2. 使用した核酸の構造及び配列 
(A) Fig 2-3に示した LidNAとmiRNAの配列および構造を表した。(B) Fig 2-5に示した LidNAとmiRNA
の配列及び構造を表した。下線は標的 miRNA に対するミスマッチ塩基を示している。LidNA の概略図
において、矢印の向きは核酸塩基が 5’ → 3’方向に並んでいることを示し、miRNA 結合領域の数字は標
的とする miRNAの種類を示している。 
 
A 
LidNA-16(12) (LidNA-16) 
LidNA-16(4) 
LidNA-16(18) 
ssLidNA-16 
LidNA-143 
miR-16 
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B 
( Fig 2-1 続き) 
Variant 1 
(LidNA-16) 
Variant 2 
Variant 3 
Variant 4 
Variant 5 
Variant 6 
18 
 
 ( Fig 2-1 続き) 
Variant 7 
Variant 8 
Variant 9 
Variant 10 
Variant 11 
Variant 12 
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( Fig 2-1 続き) 
Variant 13 
Variant 14 
Variant 15 
Variant 16 
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2-3. 結果と考察 
 
2-3-1. 非修飾 DNA を用いた miRNA inhibitor の設計 
 本章では HEK293T 細胞で内在的に発現している miR-16(11)を標的として LidNA を作製し
たので、以後 LidNA-16 と表記する。以前の報告において、miRNA inhibitor と miRNA の結
合時にミスマッチ配列が存在する場合、高い阻害効果を得られることが報告されているの
で(12, 13)、miR-16 binding site の異なる位置にミスマッチ配列を導入した 3 種類の LidNA-16
を作製し活性を測定した。それぞれの LidNA をミスマッチ配列の導入位置に応じて
LidNA-16 (4)、LidNA-16 (12)、LidNA-16 (18)と名付けた。活性測定は、pDsRed2-miR16target
および pCAGGS-GFP を用いたレポータージーンアッセイにより行った。pDsRed2-miR16 
targetがもつ DsRed2遺伝子の 3’-UTRには miR-16 の相補配列が含まれているので、内在性
の miR-16 を有する HEK293T 細胞に導入した場合 DsRed2タンパク質の発現は極めて低い。
しかし、このベクターと同時に LidNA-16を加えると、miR-16に対する阻害効果の強さに応
じて DsRed2タンパク質が強く発現される。最終的に DsRed2の蛍光値に対して GFP の蛍光
値で補正を行い、DsRed2/GFP の値から LidNA の活性を測定した。ネガティブコントロール
として、HEK293T 細胞で発現がみられない miR-143 を標的とする LidNA-143 を使用した。 
LidNA-143 は miR-16に対する相補性をもたないため、miR-16による DsRed2 タンパク質の
発現抑制に影響を与えない。また miR-143は HEK293T細胞においてあまり発現が見られな
いため(10)、LidNA-143 が細胞機能に影響を及ぼすることはないと考えられる。 
Fig 2-3. レポーター遺伝子の構成 
 DsRed2遺伝子の 3’-UTR に miR-16 の相補配列が含まれている。DsRed2 mRNAは CMV プロモータ
ーから、GFP mRNAは CAGプロモーターから転写される。 
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HEK293T 細胞を用いたレポータージーンアッセイの結果、LidNA-16(4)、LidNA(12)、
LidNA(18)は 25 nMの濃度においてmiR-16に対する阻害効果をもつことが明らかになった。
LidNA(12)は特に高い活性を示し 10 nMの濃度においてもmiR-16の機能を阻害した(Fig 2-4)。
異なる濃度でLidNA-143を導入した場合にもDsRed2の発現量に変化が起こらなかったこと
から、LidNA-16を用いた際に起こる DsRed2 の発現は miR-16に対する機能阻害によるもの
であると考えられる。また HepG2、MCF7 においても同様にレポータージーンアッセイを
行い LidNA-16 (12)の活性を調べたところ、細胞種の違いに依らず miR-16の機能を効果的に
阻害することを確認した。 
また HEK293T 細胞を用いたレポータージーンアッセイにより、2’OMe および LNA を用
いて合成した miR-16に対する化学修飾 miRNA inhibitorの活性を測定し、LidNA-16 (12)の活
性との比較を行った。Fig 2-5に示すように、LidNA-143導入時と比較して DsRed2の蛍光値
が、2’OMe miRNA inhibiror 導入時には約 4倍、LNA miRNA inhibitor 導入時には約 7倍上昇
した。一方、LidNA-16(12)を加えた場合には DsRed2 の蛍光値が約 10 倍上昇した。このこ
とから、LidNA-16(12)は miR-16 に対して、既知の化学修飾 miRNA inhibitorよりも高い阻害
効果を有することが示された。以降の実験においては LidNA-16 (12)を標準型とし、これを
LidNA-16と表記する。 
Fig 2-4. LidNAの活性測定 
レポータージーンアッセイにより様々な細胞種における LidNA の活性および、ミスマッチ領域の位
置と LidNAの活性との関係を調べた。各細胞種において 25 nMの LidNA-143 導入時に得られた値を基
準とした。 
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2-3-2. LidNA の構造と活性との関係 
 これまでの実験でLidNAがmiRNA阻害効果をもつことが明らかになった。次にLidNA-16
の構造を少しずつ変化させ、miRNA 阻害効果にどの程度影響するのかを検証した。設計し
た LidNA 変異体の模式図を Fig 2-6A に示す。詳細な配列および構造に関しては Fig 2-2B に
まとめた。これら変異体の活性をレポータージーンアッセイにより比較した。1は標準型の
LidNA-16であり、2、3は 1の 2本鎖領域の片側にアンチセンス鎖を加え不安定化させたも
のである。2、3 が共に 1 よりも低い活性を示したことは、2 本鎖領域の不安定化が LidNA
の活性低下につながることを表している。4、5は 1が 2つ有する miR-16 binding siteの片側
を miR-21 binding site もしくは miR-302 binding site に置換したものである。これらも 1より
低い活性を示したが、miRNA 阻害活性を完全に失うことはなかった。つまり LidNAが活性
をもつためには、必ずしも 2つの miRNA binding site を必要とするわけではないと言える。 
6～11の変異体は全て miRNA binding site を 1つだけ有しており、2本鎖領域の位置およ
び配列がそれぞれ異なっている。6および 9は miRNA binding site の 3’側に配列の異なる 2
本鎖領域を有する。7および 10は miRNA binding site の 5’側に配列の異なる 2本鎖領域を有
する。8および 11は miRNA binding siteの両端に配列の異なる 2本鎖領域を有している。6、
7、8間および 9、10、11間での活性を比較すると、両端に 2本鎖領域をもつ 8および 11が
最も高い活性を持つことが分かる。また miRNA binding site の 3’側に 2本鎖領域を持つ 6お
よび 9は、miRNA binding site の 5’側に 2本鎖領域を持つ 7、10よりもそれぞれ高い活性を
示した。6～8および 9～11の結果から、LidNAは miRNA binding site が 2つ存在しない場合
Fig 2-5. LidNA-16 と化学修飾 miRNA inhibitorとの活性比較実験 
レポータージーンアッセイにより LidNA-16と既存の miRNA inhibitorの活性を比較した。 
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にも miRNA阻害活性を有することを確認した。miRNA binding site の片側にしか 2本鎖領域
が存在しない場合にも LidNA は miRNA に対する阻害活性を示したが、両側に 2 本鎖領域
を持つ場合に大きく活性が高まった。また 2 本鎖領域の位置および配列が LidNA の活性に
影響することが分かった。 
上記の変異体に加えて、12～16のように 1つの 2本鎖構造に、様々な組み合わせでmiRNA 
binding siteを付加した LidNA 変異体を作製した。12、13、16の活性を比較すると、やはり
2 つの miRNA binding site をもつ 12が、1つの miRNA binding site をもつ 13および 16より
も高い活性を示した。また 14と 15の活性を比較すると、それぞれの miRNA binding siteの
3’側に 2本鎖領域をもつ 14が、5’側に 2本鎖領域を有する 15よりも高い活性を有すること
が分かった。6と 7、9と 10の活性の比較からも miRNA binding site の 3’側に 2本鎖領域を
付加した場合に、5’側に 2 本鎖領域を付加した場合よりも効率よく LidNA の活性を高めら
れることが示された。これらの結果から、LidNAの miRNA 阻害活性に miRNA binding site
の両端に存在する 2 本鎖領域が大きく影響していることが示唆される。本章において開発
した LidNAは非修飾 DNA から成る世界で初めての miRNA inhibitor である。LidNA は既存
の化学修飾 miRNA inhibitorを上回る活性をもつ上、安価で合成することが可能である。今
後、LidNAの基礎研究ツールや医薬への応用が期待される。 
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末端に一つでも二本鎖構造が存在すると、LidNAは miRNA に対する阻害効果を有 
 
Fig 2-6. LidNAの構造と miRNA阻害活性の関係 
 (A) 作製した LidNA 変異体の構造を示した。 (B) レポータージーンアッセイにより、各 LidNA 変
異体の活性を測定した。ネガティブコントロールとして LidNA-143 を使用した。 
A 
B 
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3-1. 緒言 
 前章において、非修飾 DNA から成る miRNA inhibitor である LidNA の miRNA binding site
の両端に存在する 2本鎖領域が、LidNAの miRNA阻害活性に寄与することが示された。本
章では互いに相補的な 2本のオリゴヌクレオチド間の結合・離速度定数への 2本鎖 DNAの
付加が与える影響を調べると共に、LidNA の miRNA 阻害機構の解明を試みた。 
 2 本鎖領域の付加が miRNA 阻害活性に寄与する機構として 2 つの可能性を考えた。1 つ
は、miRNA の末端塩基と隣接する 2 本鎖領域の末端塩基間に生じるスタッキング効果であ
る(1, 2)。Ricceli ら(3)、Yuan ら(4)は DNA アンチセンス鎖にステムループ構造を付加すること
により、標的デオキシオリゴヌクレオチドに対する親和性が上昇したことを報告した。さ
らに Yuanらは、ステムループ構造の付加がアンチセンス鎖の結合および解離速度定数に影
響すると述べている。彼らはステムループ構造の付加によって得られる効果を、塩基間の
スタッキング効果であると結論づけている。もう 1つの可能性は、2本鎖領域の付加による
miRNA 結合領域の構造の安定化である。LidNA の 2 本鎖領域が miRNA 結合領域の分子運
動を制限し、miRNA との安定な結合を促進しているのではないかと考えた。これら 2 つの
仮説を検証するために LidNA と miRNA の相互作用解析および、miRNA 結合領域の安定性
解析を行った。相互作用解析には表面プラズモン共鳴解析を(5)、安定性解析には蛍光偏光解
析(6)を用いた。 
 
3-2. 材料と方法 
 
3-2-1. オリゴヌクレオチド間の相互作用解析 
 LidNA と miRNA の相互作用解析は Biacore3000 システムを用いて行った。システム内の
温度は 25˚C に設定した。ランニング緩衝液および試薬の希釈用溶液には HBS-EP buffer (GE 
Healthcare)を用いた。センサーチップ表面への各種核酸の固定化には、アビジン－ビオチン
結合(7)を利用した。Amine coupling Kitにより、1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 
hydrochloride (EDC)と N-hydroxy succinimide (NHS)を用いたアミンカップリングを行い、
Streptavidin (200 µg/mL)をセンサーチップ CM5 表面に固定化した。続けて、ビオチン化標識
した 5 µMの anchor oligonucleotide を注入しセンサーチップに固定化した。その後、各種プ
ローブ形成用のオリゴ DNA を注入し anchor oligonucleotideと飽和状態になるまで結合させ
た (Fig3-1)。形成したプローブに対し、miR-16と同様の配列を持つ DNA (16DNA)を段階的
な濃度で注入し結合解離曲線を得た。解析は BIA evaluation software を用いて行った。 
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3-2-2. 蛍光偏光解析 
 蛍光偏光測定に用いる FITC 標識 DNA プローブを日本バイオサービスから、2 本鎖形成
用 DNA(Ds1-Ds10)を Greinerから購入した。25 pmolの FITC 標識 DNA プローブと 25 pmol
の各相補鎖 DNAを 10 µlの annealing buffer (100 mM potassium acetate、30 mM HEPES-KOH 
(pH 7.4)、2 mM magnesium acetate)中で混合し、95℃で 5分間加熱後、37℃まで穏やかに冷
却することで 2本鎖を形成させた。それぞれの 2本鎖DNAを 6 × 50 mm culture tube (Kimble)
内で10 nMになるように annealing bufferで希釈した。蛍光偏光値の測定にはBeacon2000 (Pen 
Vara)を使用した。励起光フィルターは490 nm、吸収光フィルター530 nmのものを使用した。
結果は同様の実験を 3回実施した平均値で示した。 
 
3-3. 結果と考察 
 
3-3-1.オリゴヌクレオチド間結合に対する 2 本鎖領域の影響 
 LidNAのmiRNAへの結合力が 2本鎖領域の付加により高められることを確認するために、
Fig 3-1に示す 3種類の核酸プローブを設計した。LidNA-type probe は、miR-16 binding site
の両端に 2本鎖領域をもつ。semi-LidNA-type probe は、miRNA binding siteの 5’末端には 2
本鎖領域をもつが、3’側には 1 本鎖領域をもつ。ssDNA-type probe は、miRNA binding site
の両端が 1本鎖 DNA領域となっている。これらの核酸プローブはアビジン－ビオチン結合
によりセンサーチップ表面に固定化されている。標的核酸として miR-16と同様の配列を有
する 16DNA を使用した。それぞれの核酸プローブと 16DNA との相互作用を表面プラズモ
ン解析により測定した。 
 Fig 3-2 に解析の結果得られたセンサーグラムを示す。ssDNA-type probe (Fig 3-2A)と
semi-LidNA-type probe (Fig 3-2B)の結果を比較すると、片側に 2 本鎖領域を持つ
semi-LidNA-type probe の方がより高い結合力をもつことが分かる。さらに semi-LidNA-type 
probeと LidNA-type probe (Fig 3-2C)の結果を比較することにより、2 本鎖領域を両端にもつ
LidNA-type probe はさらに高い結合力をもつことが分かる。Table 3-1にそれぞれの結合・解
離速度定数と解離定数を算出した結果をまとめた。結合速度定数を比較すると ssDNA-type 
probeに対して semi-LidNA-type probe は約 100倍、LidNA-type probe は約 500倍高い値を示
した。解離速度定数を比較すると ssDNA-type probe に対して semi-LidNA type probeは約 2
倍、LidNA-typeprobe は約 5倍低い値を示した。最後に解離定数の比較から、ssDNA-type probe
に対して semi-LidNA type probe は 140倍、LidNA-type probeは 1800倍高い結合力を有する
ことが示された。これらの結果から、LidNA の 2 本鎖領域は LidNA と miRNA の会合を強
く促すことで LidNAに高い結合力を与えていると推察される。 
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Table 3-1. 表面プラズモン解析により得られた結合・解離速度定数および解離定数 
Target DNA Probe type ka (M
-1
s
-1
) kd (s
-1
) KD value 
16DNA 
LidNA 9.2 × 10
4
 5.0 × 10
-5
 0.54 nM 
semi-LidNA 1.4 × 10
4
 9.6 × 10
-5
 7.1 nM 
ssDNA 1.9 × 10
2
 1.9 × 10
-4
 1.0 µM 
16DNA del1 LidNA 8.0 × 10
4
 1.3 × 10
-5
 0.16 nM 
16DNA del3 LidNA 1.4 × 10
5
 8.7 × 10
-5
 0.64 nM 
A B 
C 
Fig 3-2. 各種DNAプローブの結合力解析 
 (A) ssDNA-type probe 
 (B) semi-LidNA-type probe 
 (C)  LidNA-type probe 
32 
 
2 本鎖領域が LidNA の結合力を高めていることが明らかになったので、次にその作用機
構の解明に取り組んだ。まず LidNA-type probe と 16DNA の隣接する塩基間で起こるスタッ
キング効果の影響について検証した。そのために設計した新しい標的 DNAを Fig 3-3A に示
す。16DNA del1 は LidNA-type probe に結合する際、2本鎖領域に対して 1塩基分の隙間を
形成する。16DNA del3 は同様に 3 塩基分の隙間を形成する。つまり、これらの標的 DNA
が LidNA-type probe と結合する際に塩基スタッキングは生じない。先ほどの実験と同様に、
LidNA-type probe と 16DNA del1および 16DNA del3との相互作用を解析することで、塩基ス
タッキングが LidNAの結合にどれだけ寄与しているかを調べた。 
解析の結果得られたセンサーグラムを Fig 3-3B、Cに示す。どちらのセンサーグラムにお
いても、16DNA に対する解析時に得られたものと大きな変化は見られなかった。また Table 
3-1に示されたように結合速度定数、解離速度定数、解離定数いずれの値においても、16DNA 
A 
B C 
Fig 3-3. 塩基スタッキング効果の確認 
 (A) 塩基欠損型 16DNAの配列を示した。 (B) LidNA-type probeと 16DNA del1 の相互作用解析を行っ
た。 (C) LidNA-type probeと 16DNA del3 の相互作用解析を行った。 
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del1および 16DNA del3は 16DNA とほぼ同等の数値を示した。つまり、LidNAと 16DNA が
結合する際に起こる塩基スタッキングは、それほど強く LidNA の結合力に寄与していない
と考えられる。 
 
3-3-2 蛍光偏光解析による miRNA binding site の安定性の評価 
 次に LidNA の 2 本鎖領域が miRNA-binding site の構造安定性を高めているかを検証する
ために、FITC 標識 DNA プローブを用いた蛍光偏光解析実験を行った。蛍光偏光値は蛍光
標識した塩基周辺の分子運動の大小によって変化し、分子運動が小さいほど蛍光偏光値は
大きくなる。Fig 3-4A に示すように 10 種類の短鎖 DNA は、蛍光標識塩基の隣接部位に 2
本鎖を形成する Ds1 から、番号が大きくなると共に 2 本鎖形成部位が 1 塩基ずつ離れてい
くようにデザインされている。蛍光偏光値を測定した結果を Fig 3-4B に示した。どの位置
に 2本鎖が形成されても、2本鎖を有さない場合よりも蛍光偏光は高い値を示し、二本鎖が
蛍光標識塩基の動きを抑制していることが分かった。そして、蛍光標識塩基（矢印）に隣
接する形で 2 本鎖領域を形成する Ds1 を用いた場合に最も高い蛍光偏光値を示した。さら
に 2 本鎖形成領域が蛍光標識塩基から遠ざかるにつれて、徐々に蛍光偏光値が低下するこ
とが明らかになった。興味深いことに Ds3、Ds5、Ds9 という 5’末端にアデニンまたはチミ
ンをもつ短鎖 DNA により 2 本鎖が形成される場合には、わずかながら蛍光偏光値が上昇し
た。これは 2 本鎖領域の末端塩基対の結合が弱い方が、隣接する一本鎖領域の運動を効率
よく抑制することを表している。 
また Table 3-1において、2 本鎖領域を付加することで LidNA-type probe と 16DNA 間の結
合速度が大幅に上昇することが示された。蛍光偏光解析で得られたデータと併せて考える
と、LidNA の高い結合力は 2 本鎖領域が miRNA binding site の運動を抑制し、標的となる
miRNA との会合が促進されることでもたらされていると推察できる。以上の結果から
LidNAの miRNA 阻害活性は、塩基スタッキング効果ではなく miRNA binding site の安定化
によってもたらされるものであると言える。2本鎖領域の付加はアンチセンス核酸全般の結
合力を増大させ得る非常に簡単で優れた方法である。今後、2本鎖構造付加法と化学修飾法
を組み合わせることにより、より強力なアンチセンス核酸の創出が可能になると期待され
る。 
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A 
B 
Fig 3-4. 蛍光偏光解析による miRNA binding site の安定性の評価 
 (A) FITC 標識 DNAプローブと短鎖 DNAの配列を示した。矢印は FITC で修飾したチミンを指して
いる。 (B) 2 本鎖形成位置に依存した蛍光偏光値の変化を調べた。w/o は 2 本鎖領域をもたない FITC
標識 DNAプローブ単体を示している。 
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4-1. 緒言 
miRNA は細胞内に存在する 21-25塩基長の 2本鎖 RNAで RNA 干渉を介し遺伝子発現の
調節を行っている。miRNA は標的 mRNA との間にいくつかのミスマッチを有し完全な相補
性を有していない。一方、人工的に作成した標的mRNAと完全相補性を有する 2本鎖RNA、
siRNA も、細胞内に導入すると標的 mRNA を分解しコードされているタンパク質の発現を
阻害する(1)。その優れた阻害効率および選択性が評価され、siRNA は生命科学研究における
基本ツールの 1 つとして幅広く活用されている。医療分野においても次世代の分子標的薬
候補として大変期待されているが(2)、生体内での深刻な副作用が問題となり siRNA 医薬品
の開発は停滞している(3)。siRNA が過剰に存在すると細胞内の RNA 干渉経路が飽和され、
内在性 miRNA のバランスが乱れる可能性がある(4-5)。また RISCへのパッセンジャー鎖の誤
った取り込みによって、オフターゲット効果と呼ばれる非特異的遺伝子発現抑制が起こる
ことも危惧されている(6)。さらに siRNAは Toll-like receptor 3 (TLR3)依存性のインターフェ
ロン応答を引き起こすことも知られている(7, 8)。これら副作用の問題を解決することは、
siRNA 医薬の実現に向けて非常に大きな課題である。 
 すでに低副作用性の siRNA の開発が活発に行われており、細胞レベルにおいて優れた効
果を示す手法が多数報告されている。例えば、パッセンジャー鎖をガイド鎖より短くする
ことにより、パッセンジャー鎖の RISC への取り込みを抑えオフターゲット効果を軽減する
ことが可能である(9)。また、Bulge-siRNA(10)、chimeric siRNA(11)、2’OMe modified siRNA(12)
などを用いることもオフターゲット効果の軽減には非常に有効である。加えて、核酸塩基
に対する様々な化学修飾が、インターフェロン応答性の免疫反応を回避する有効な方法で
あると報告されている(13-15)。その一方、修飾核酸の合成にコストがかかるという問題があ
る。 
 そこで本章では、RNAガイド鎖とDNAパッセンジャー鎖からなる hetero siRNA (HsiRNA)
を用いることで siRNA に付随する問題の解決を図ることにした。HsiRNA は通常の siRNA
よりも合成コストが低く、さらにオフターゲット効果や免疫応答を誘導しないことが期待
される。しかし、一般に HsiRNA は siRNA としての活性が低いということが知られている
ため、HsiRNAの末端に様々な配列を加えることにより高活性型HsiRNAの創製を目指した。
また、それらのインターフェロン応答性についても併せて検討を行った。 
 
4-2. 材料と方法 
 
4-2-1. 細胞培養 
 ヒト胎児腎由来 HEK293T 細胞およびヒト子宮頸がん由来 HeLa S3 細胞は、10%ウシ胎児
血清(FBS) (CCB)、100 units/mL penicillin G (Wako)および 100 µg/mL streptomycin (Wako)添加
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Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Wako)を用いて培養した。 
 
4-2-2. siRNA と HsiRNAの調製 
 使用した RNA の化学合成は全て Sigma 社に依頼した。また使用した DNA の合成は全て
Greiner社に依頼した。トランスフェクションを行う直前に、ガイド鎖となる RNA およびパ
ッセンジャー鎖となる RNA もしくは DNA をそれぞれ 1.25 pmol/µl の濃度になるよう
annealing buffer (100 mM potassium acetate、30 mM HEPES-KOH (pH 7.4)、2 mM magnesium 
acetate)内で混合し、95℃で 5 分加熱後、30 分以上かけて 37℃まで徐々に冷却することで 2
本鎖を形成させた (Fig 4-1)。 
 
 
 
 
 
 
4-2-3. レポータージーンアッセイ 
 赤色蛍光タンパク質 DsRed2 の発現ベクターである pDsRed2-C1 に含まれる DsRed2 遺伝
子の 3’-UTR に siPol の標的となる配列を組み込んだ(Fig 4-2)。得られたプラスミドは
pDsRed2-poltarget と表記する。核酸の細胞へのトランスフェクションは Multifectam 
(Promega)を用いて製造会社のプロトコール通りに行った。HEK293T 細胞を 1 × 104 cells/well
の濃度で 96穴プレートに播種し一晩培養した。16 – 24時間後、5 ngの pDsRed2-poltarget、
5 ngの pCAGGS-GFP、2.5 - 5 nMの siRNA または HsiRNA を同時に細胞内へ導入した。ネ
ガティブコントロール用の siRNA としてヒトの遺伝子発現を妨げない control siRNA 
(5’-GCGCGUUUGUAGGAUUCG-3’) を使用した。トランスフェクション実施から 48時間後
に培養上清を除き、RIPA buffer (25 mM Tris-HCl (pH 7.6)、150 mM NaCl、1% sodium 
deoxycholate、0.1% SDS、1% NP-40)を用いて細胞を溶解した。Fluoroskan Ascent FL (Thermo 
Scientific)を用いて細胞溶解液中の DsRed2 および GFP の蛍光量を測定し、得られた値から
DsRed2/GFP の値を求めた。control siRNA で処理した細胞から得られた DsRed2/GFP を標準
値として、それぞれの補正値を求めた。GFP を標的とした実験では GFP/DsRed2の値を使用
した。結果は同様の実験を 3 回実施した平均値で示した。統計処理は Student t 検定により
行った。 
 
 
Fig 4-1. siPolおよび HsiPolの構造と配列 
 RNA を小文字、DNA を大文字で示した。上側の鎖がガイド鎖、下側の鎖がパッセンジャー鎖であ
る。 
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4-2-4. qRT-PCR による IFNβ、IP-10、OAS1 mRNA の定量 
細胞内への核酸の導入は X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent (Roche)を用いて製造会
社のプロトコール通りに行った。HeLa S3 細胞を 6 × 104 cells/wellの濃度で 24穴プレートに
播種し、一晩培養した。16 – 24時間後、30 nMの siRNA、30 nMの HsiRNA、100 ngの poly 
(I:C)のいずれかをトランスフェクションにより導入した。9時間後に培養上清を除き、Trizol 
(Invitrogen)を用いて全 RNA を抽出した後、イソプロパノール沈殿法により全 RNAを単離・
精製した。得られた全 RNA から PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser (Takara)を用い
て cDNAを合成した。mRNA の定量は qRT-PCR法を用いて行った。試薬は SYBR Premix Ex 
Taq (Takara)を使用し、装置は Mx3000p Real-time QPCR System (Stratagene)を使用した。各遺
伝子の検出に用いたプライマーの配列を以下に示す。(Interferon beta (IFNβ) mRNA検出用プ
ライマー、  IFNβ-F: 5’-TCACTGTGCCTGGACCATAG-3’; IFNβ-R: CAGCATCTGCTGGTT 
GAAGA; Interferon gamma-induced protein 10 (IP-10) mRNA 検出用プライマー, IP-10-F: 
5’-GCTCTACTGAGGTGCTATGTTC-3’; IP-10-R: 5’-CCCTTGGAAGATGGGAAAGGT; 
2’-5’-oligoadenylate synthetase 1 (OAS1) mRNA 検出用プライマー, OAS1-F: 5’-GCAGAAGA 
GGACTGGACCTG-3’; OAS1-R: 5’-TAGAAGGCCAGGAGTCAGGAPCR-3’; GAPDH mRNA検
出用プライマー, GAPDH-F: 5’-TCCCATCACCATCTTCCA-3’; GAPDH-R: 5’-CATCACGCCA 
CAGTTTCC-3’) 各mRNA発現量はGAPDH mRNAの発現量によって内部補正を行い、mock
処理時の値を基準値として変化量を測定した。結果は同様の実験を 3 回実施した平均値で
示した。統計処理は Student t検定により行った。 
 
4-3. 結果と考察 
 
4-3-1. HsiRNA の末端構造と活性の関係 
 本章ではヒトの RNA polymeraseⅡpolypeptide A に対する siRNA (siPol)をモデルとして使
用した。初めに、RNA ガイド鎖に対して完全に相補的な DNA パッセンジャー鎖をもつ
HsiRNA を設計し活性を測定したところ、その活性は 2本鎖 RNA である siRNAに比べ極め
Fig 4-2. レポーター遺伝子の構成 
 DsRed2遺伝子の 3’-UTR に siPolの標的配列が含まれている。DsRed2 mRNAは CMV プロモーター
から、GFP mRNAは CAGプロモーターから転写される。 
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て低いものであった。同様の結果が Ui-Teiらによっても報告されている(11)。RNA/DNA2本
鎖は RISC 構成タンパク質である TRBP や PACT に認識されない(11, 16)。そのため、HsiRNA
の RISCへの取り込みが起こりにくく活性が低下すると考えられている。 
 siRNAにミスマッチ塩基を導入すると RNAi活性が向上することが報告されている(17, 18)。
そこで HsiRNA にミスマッチ塩基を導入することで活性の向上を図った。Table 4-1 に示す
ようなDNAパッセンジャー鎖の異なる位置にミスマッチ塩基をもつHsiPol変異体を作製し、
レポータージーンアッセイにより活性の比較を行った (Fig 4-3)。 
Table 4-1. ミスマッチを含むHsiRNAのDNAパッセンジャ
ー鎖の配列 
Name of  
HsiRNA 
Sequence of DNA passenger 
strand(5’ – 3’) 
HsiPol_1m TAACGTTGAGGAAGGTGACTGCCAA 
HsiPol_2m CTACGTTGAGGAAGGTGACTGCCAA 
HsiPol_3m CATCGTTGAGGAAGGTGACTGCCAA 
HsiPol_4m CAATGTTGAGGAAGGTGACTGCCAA 
HsiPol_5m CAACTTTGAGGAAGGTGACTGCCAA 
HsiPol_6m CAACGCTGAGGAAGGTGACTGCCAA 
HsiPol_7m CAACGTCGAGGAAGGTGACTGCCAA 
HsiPol_8m CAACGTTTAGGAAGGTGACTGCCAA 
HsiPol_9m CAACGTTGTGGAAGGTGACTGCCAA 
HsiPol_10m CAACGTTGATGAAGGTGACTGCCAA 
HsiPol_11m CAACGTTGAGTAAGGTGACTGCCAA 
HsiPol_12m CAACGTTGAGGTAGGTGACTGCCAA 
HsiPol_13m CAACGTTGAGGATGGTGACTGCCAA 
HsiPol_14m CAACGTTGAGGAATGTGACTGCCAA 
HsiPol_15m CAACGTTGAGGAAGTTGACTGCCAA 
HsiPol_16m CAACGTTGAGGAAGGCGACTGCCAA 
HsiPol_17m CAACGTTGAGGAAGGTTACTGCCAA 
HsiPol_18m CAACGTTGAGGAAGGTGTCTGCCAA 
HsiPol_19m CAACGTTGAGGAAGGTGATTGCCAA 
HsiPol_20m CAACGTTGAGGAAGGTGACCGCCAA 
HsiPol_21m CAACGTTGAGGAAGGTGACTTCCAA 
HsiPol_22m CAACGTTGAGGAAGGTGACTGTCAA 
HsiPol_23m CAACGTTGAGGAAGGTGACTGCTAA 
HsiPol_24m CAACGTTGAGGAAGGTGACTGCCTA 
HsiPol_25m CAACGTTGAGGAAGGTGACTGCCAT 
※ 太字はミスマッチ塩基を表す 
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その結果ミスマッチの導入により HsiRNA の活性が大きく変化することが分かった。2本鎖
領域の両末端側にミスマッチが存在する場合には活性が低下し、中心に近い位置にミスマ
ッチが存在する場合には活性が向上する傾向があった。中でも、HsiPol_7m、HsiPol_8m、
HsiPol_19m、HsiPol_20m は特に高い活性を有していた。しかしながら、RNA2 本鎖からな
る siPolに匹敵するほど高い活性を示す HsiRNA は得られなかった。 
 Sanoら(19)および Sunら(20)は、短いパッセンジャー鎖を用いることで siRNAの活性が上昇
することを報告した。そこで、DNA パッセンジャー鎖の長さを変化させることで HsiRNA
の活性を高めることを試みた。ミスマッチを導入した HsiRNA の中で最も高い活性を示し
た HsiPol_7m の 5’もしくは 3’末端に様々な配列の 6 塩基長の延長領域を付加した。それぞ
れの HsiRNA の名称と延長領域の塩基組成を Table 4-2に示す。各 HsiRNAの活性をレポー
タージーンアッセイにより求めた結果を Fig 4-4 に示した。HsiPol_7m がもつパッセンジャ
ー鎖の 3’側に延長領域を付加した場合は、いずれもHsiPol_7mよりも低い活性を示した (Fig 
4-4A)。一方、5’側に延長領域を付加した場合には、いずれもそれほど活性が低下せず、
HsiPol_7m5’TGG および HsiPol_7m5’AGG のような Grich な延長領域を有するものは、
HsiPol_7mより活性が高くなる傾向を示した( Fig 4-4B)。 
 
Table 4-2. 6塩基の 3’または 5’延長領域を有する HsiRNA
の名称と延長塩基配列 
Name of HsiRNA 
Sequence of flanking 
region (5’ – 3’) 
HsiPol_7m3’AGG AGGAGG 
HsiPol_7m3’TGG TGGTGG 
HsiPol_7m3’CAA CAACAA 
HsiPol_7m3’GAA GAAGAA 
HsiPol_7m3’ACC ACCACC 
HsiPol_7m3’TCC TCCTCC 
HsiPol_7m3’CTT CTTCTT 
HsiPol_7m3’GTT GTTGTT 
HsiPol_7m5’GGA GGAGGA 
HsiPol_7m5’GGT GGTGGT 
HsiPol_7m5’AAC AACAAC 
HsiPol_7m5’AAG AAGAAG 
HsiPol_7m5’CCA CCACCA 
HsiPol_7m5’CCT CCTCCT 
HsiPol_7m5’TTC TTCTTC 
HsiPol_7m5’TTG TTGTTG 
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これらの結果から、DNA パッセンジャー鎖への延長領域の付加によって HsiRNA の構造
が変化することで、RISC への取り込み効率が低下していることが示唆される。特に DNA
パッセンジャー鎖の 3’側に延長配列をもつ HsiRNA の構造は、極めて RISCに取り込まれに
くいものであると考えられる。 
 
4-3-2. Grich配列の付加による RNAi活性の向上 
 Fig 4-4 の結果から、5’延長領域のグアニンが HsiRNA の活性を向上させる効果を有する
ことが考えられる。そこで、Table 4-3に示すような 6 - 21塩基長の Grich 配列をもつ 5’延長
型 HsiPol_7mを作製した。Fig 4-4に示した HsiPol_7m5’AGG を以後 HsiPol_7mGrich6 と表記
する。グアニンは配置の仕方によっては G カルテットのような強固な構造をとる可能性が
ある(21)。そこで、構造体を形成しない(5’-GAGGGA-3’)という配列を基本単位として、延長
領域の設計を行った。また 5’延長領域を全てチミンで構成したものも設計し、比較対象と
して用いた。新しく設計した延長型 HsiRNA は延長領域の塩基数 (x)に応じて
HsiPol_7mGrichxまたは HsiPol_7mTxと表記する。レポータージーンアッセイを用いた活性
比較実験の結果を Fig 4-4 にまとめた。全ての Grich 延長型 HsiPol_7mが HsiPol_7mよりも
高い活性を示した。その中でも HsiPol_7mGrich9および HsiPol_7mGrich12の活性は、2本鎖
RNAである siPolの活性と同等であった( Fig 4-5A)。一方、チミンのみで延長領域を構成し
た場合には活性促進効果は得られなかった。これらのことから、DNA パッセンジャー鎖の
5’側への延長配列の付加による HsiRNA の活性促進効果はグアニン含有率が高いほど大き
く、また延長塩基数が 9-12塩基程度の場合に最も高い効果を示すことが明らかになった(Fig 
4-5B)。 
 
Table 4-3. 長さの異なる 5’延長配列を有する HsiRNA の名称と
延長塩基配列 
Name of HsiRNA 
Sequence of flanking 
region (5’ – 3’) 
HsiPol_7mGrich6 GGAGGA 
HsiPol_7mGrich9 GAGGGAGAG 
HsiPol_7mGrich12 GGAGAGGGAGAG 
HsiPol_7mGrich15 GAGGGAGAGGGAGAG 
HsiPol_7mGrich18 GGAGAGGGAGAGGGAGAG 
HsiPol_7mGrich21 GAGGGAGAGGGAGAGGGAGAG 
HsiPol_7m5’T3 TTT 
HsiPol_7m5’T6 TTTTTT 
HsiPol_7m5’T9 TTTTTTTTT 
HsiPol_7m5’T12 TTTTTTTTTTTT 
HsiPol_7m5’T15 TTTTTTTTTTTTTTT 
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 次に延長領域におけるGrich配列の位置がHsiRNAの活性にどう影響するかを調べた。Fig 
4-6A に示すように優れた活性促進効果を示した配列(5’ – GAGGGAGAG - 3’)を、21塩基長
の延長領域の 3’側・中心・5’側と異なった位置に含む Grich 延長型 HsiPol_7m を作製した。
また非 Grich 領域は AAC の繰り返し配列で構成した。これらの活性をレポータージーンア
ッセイにより測定した。Fig 4-6B に示すように新しく設計した HsiPol_7minGrich9、
HsiPol_7mcenGrich9、HsiPol_7moutGrich9 の活性には大きな差が見られず、Grich 配列の含
まれる位置は活性促進効果に対し、ほとんど影響しないことがわかった。また、これらの
活性が HsiPol_7mGrich9の活性よりも低かったことから、延長領域内における非 Grich配列 
 
 
 
 
Name of HsiRNA 
Sequence of flanking 
region (5’ – 3’) 
HsiPol_7minGrich9 AACAACAACAACGAGGGAGAG 
HsiPol_7mcenGrich9 AACAACGAGGGAGAGAACAAC 
HsiPol_7moutGrich9 GAGGGAGAGAACAACAACAAC 
※Grich領域を太字で表した 
A 
B 
Fig 4-6. Grich配列の位置の HsiRNA活性への影響  
(A) 各延長型 HsiRNAの延長配列を示した。 (B) レポータージーンアッセイにより活性を測定した。
得られた DsRed2/GFP の値は、contrl siRNA導入時に得られた値を基準として表した。サンプル濃度は
(■) 5 nM、(□) 2.5 nM に合わせた。*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001。 
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は、Grich配列による HsiRNAの活性促進効果を妨げる可能性が考えられた。延長領域付加
によって高い活性促進効果を得るためには、延長領域全体を Grichな配列で構成することが
必須であると思われる。 
最近の報告において細胞内の Ago2が Grich配列と相互作用することが示唆されている(22, 
23)。それゆえ、延長領域に存在する Grich配列が HsiRNAと Ago2の会合を促進することで、
HsiRNA の RISC への取り込みを促している可能性が考えられる。 
 
4-3-3. GFP に対する延長型 HsiRNA 
 これまで PolR2 に対する HsiRNAを使用して、Grich延長領域の付加による HsiRNAの活
性改善を行ってきた。次に GFP に対する HsiRNAを作製し、Grich延長配列付加の効果を検
討した。HsiRNA は siGFP1 と siGFP2という 2種類の siRNA を基に作成した(Fig 4-7A)。こ
れらの siRNA はそれぞれ GFP mRNAの異なった位置を標的とする。また構造にも違いがあ
り、siGFP1は21塩基長の2本鎖RNAであり両3’末端に2つの突出塩基を有している。siGFP2
は 25 塩基長の二本鎖 RNA であり、5’、3’側ともに平滑末端である。HsiGFP1_4m および
HsiGFP2_7mは、これらの siRNA を基に作製されており、それぞれ DNAパッセンジャー鎖
の 5’末端から 4番目、7番目の位置にミスマッチ塩基を含んでいる。Fig 4-7 B に示すように
HsiGFP1_4m および HsiGFP2_7m の活性は元の siRNA より低かった。これらに 9 塩基もし
くは 12 塩基の Grich 延長配列を付加したところ、どちらの HsiRNA も活性が上昇したが、
元の siRNAの活性には達しなかった。このことから、Grich延長領域の付加による活性化効
果は HsiRNA の種類を問わず起こると考えられる。しかしながら、ヘテロ化による活性低
下の度合いは基となる siRNA の塩基配列に依存する。そのため、siRNA と同等の高い活性
をもつ延長型 HsiRNA を得るためには、ヘテロ化による活性低下を最小限に抑えられる 2
本鎖配列を探索する必要がある。 
 
4-3-4. 延長型 HsiRNAのインターフェロン応答性 
 生体内に 2本鎖 RNAを導入するとインターフェロン応答が誘導され、それに伴う非特異
的な遺伝子発現阻害やアポトーシスが起きることが知られている。そのため siRNA を薬剤
として生体内に導入した場合にも、全身でインターフェロン応答が誘導され副作用の原因
となる。この問題は siRNA 医薬品の開発を目指す上で非常に大きな障壁となっている。2
本鎖 RNA 依存性のインターフェロン応答反応は、TLR3 などの免疫応答に関わるタンパク
質に二本鎖 RNA が結合することで誘導される(24)。それゆえ RNAと DNA からなる HsiRNA
を使用すれば、2 本鎖 RNA 依存性のインターフェロン応答を回避することが出来るのでは
ないかと考えた。実際に、siRNAの一部を DNA に置換することでインターフェロン応答を
軽減できたという報告もある(11)。 
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 HeLa S3細胞を用いて HsiRNAによるインターフェロン応答を調べた。この細胞は、siRNA
が導入された際に様々な免疫応答性タンパク質を発現することが知られている(25-27)。siRNA
の導入による内在性 mRNA への影響を軽減するため、ヒトの細胞内には存在しない GFP に
対する HsiRNAである HsiGFP2_7m、そして HsiGFP_7mGrich12 を使用した。またポジティ
ブコントロールとして、短鎖 2本鎖 RNA である siGFP2 および 2本鎖 RNAアナログである
poly (I:C)を使用した。poly (I:C)は TLR3 の基質であり、インターフェロン応答を強く誘導す
ることが知られている(27)。 
 HeLa S3 細胞に各サンプルを導入し、9 時間後の IFNβ 及びインターフェロン応答性タン
パク質である IP-10(28, 29)、OAS1 (30)の mRNA量を qRT-PCR 法により解析した。これらはイ
ンターフェロン応答のマーカー遺伝子として知られている。Fig 4-8 に示すように、siGFP2
もしくは poly (I:C)を導入した細胞では mock 処理した場合と比較して、各遺伝子の mRNA
量が有意に増加した。一方、HsiGFP2_7mまたは HsiGFP2_7mGrich12を導入した細胞では、
マーカー遺伝子の mRNA 量が mock 処理した場合と変わらなかった。以上のように
RNA/DNAハイブリッド2本鎖ではインターフェロン応答がほとんど起こらないことが明ら
かになった。 
 このように延長型 HsiRNA は従来の siRNA に匹敵する高い活性を持つ上に、副作用を引
き起こす確率が極めて低い非常に優れたツールである。さらに研究を進めることで、siRNA
医薬の実現に大きく貢献できるのではないかと考えられる。 
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腫瘍抑制能を有する miRNA、
miR-143 の高活性化 
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5-1. 緒言 
 がんの発生・維持に miRNA が深く関わっていることが明らかになり、miRNA を利用し
た腫瘍増殖抑制法について活発な研究が為されている。正常細胞ががん化する際に特定の
miRNA の急激な増加または減少が起きる(1)。このような miRNAの中には腫瘍の増殖・転移
に大きく関わるものが存在し、これらを治療標的とすることで有効ながん治療法の確立に
つながると期待されている(2)。がん細胞で過剰に発現している miRNA を標的とする場合に
は、第 2章で創製した LidNA のような miRNA inhibitorを使用する手法が有効である。それ
とは別に、がん化する際に発現が抑制されてしまった miRNAを外部から補充する手法も存
在する。がん細胞で発現が抑制されている miRNAの中には細胞周期調節やアポトーシス誘
導に関わるものが多く含まれており、これらを外部から導入することで人為的に細胞増殖
抑制を誘導できる(3, 4)。すでに多くの miRNA 補充法が開発されており、医薬品としての実
用化が待ち望まれている。miRNA 補充法を用いる大きな利点として、副作用の心配が少な
い事が挙げられる。補充する miRNAは正常細胞内で豊富に存在する物なので、生体内に投
与した際に予期せぬ反応が起きる可能性が極めて低い。 
 miR-143 は抗腫瘍効果をもつ miRNA の一種である。当初は大腸がんに対して増殖抑制効
果を示すことで注目を集めていたが、研究が進むにつれ様々ながんに対して増殖または転
移を抑制する効果をもつことが明らかになった(5-9)。miR-143 の標的には K-Ras や ERK5 な
どのMAP キナーゼ経路に関わるタンパク質が含まれている。そのため、がん細胞に miR-143
を導入すると MAP キナーゼ経路を不活性化し、がんの異常増殖を停止することが出来る。
本章では、第 4 章で得た知見を基に miR-143 を高活性化し、それを利用した高効率な腫瘍
増殖抑制法の開発に取り組んだ。 
 
5-2. 材料と方法 
 
5-2-1. 細胞培養 
 ヒト胎児腎由来 HEK293T 細胞、ヒト子宮頸がん由来 HeLa S3 細胞およびヒト膵臓がん由
来 MIA PaCa-2細胞はウシ胎児血清(FBS) (CCB)、100 units/mL penicillin G (Wako)および 100 
µg/mL streptomycin (Wako)添加Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Wako)を用いて培
養した。 
 
5-2-2. miRNA の調製 
 使用した RNA および RNA/DNA キメラの化学合成は Sigma社に依頼した。また使用した
DNA の合成は Greiner社に依頼した。トランスフェクションを行う直前に、第 4章と同じ手
順で 2本鎖を形成させた。 
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5-2-3 レポータージーンアッセイ 
 赤色蛍光タンパク質である DsRed2 の発現ベクターである pDsRed2-C1 が持つ DsRed2 遺
伝子の 3’-UTR に、miR-143 の標的となる配列を組み込んだ(Fig 5-1)。得られたプラスミド
は pDsRed2-143target と表記する。核酸の細胞へのトランスフェクションは X-tremeGENE 
siRNA (Roche)を用いて製造会社のプロトコール通りに行った。HEK293T 細胞を 1.0 × 104 
cells/well の濃度で 96 穴プレートに播種し、一晩培養を行った。16 – 24 時間後、20 ng の
pDsRed2-143target、20ng の pCAGGS-GFP、各濃度の miRNA を同時に細胞内へ導入した。
ネガティブコントロールとしてヒトの遺伝子発現を妨げない control siRNA (5’ – 
GCGCGUUUGUAGGAUUCG - 3’) を使用した。トランスフェクション実施から 48時間後に
第 4章と同じ手順で蛍光値を測定した。結果は同様の実験を 3回実施した平均値で示した。 
 
 
 
 
 
 
5-2-4. 細胞増殖測定 
 HeLa S3 細胞または MIA PaCa-2細胞を、6.0 × 103 cells/wellの濃度で 96穴プレートに播種
し、一晩培養を行った。16 - 24時間後、miRNAを 40 nMの濃度で X-tremeGENE siRNA を
用いて製造会社のプロトコール通りに導入した。ネガティブコントロールとして control 
siRNA を使用した。トランスフェクション実施から 48時間後に培養上清を除き、新しい培
地を加え静置培養を行った。30分後 Cell Counting Kit-8 solution を 1 穴あたり 10 µl添加し、
プレートを静かに揺らすことで混合した。反応後、プレートリーダーを用いて 450 nmにお
ける吸光度を測定し細胞増殖能を評価した。結果は同様の実験を 3 回実施した平均値で示
した。 
 
 
 
 
 
 
Fig 5-1. レポーター遺伝子の構成 
 DsRed2遺伝子の 3’-UTR に miR-143の相補配列が含まれている。DsRed2 mRNAは CMV プロモータ
ーから、GFP mRNAは CAGプロモーターから転写される。 
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5-3. 結果 
 
5-3-1. Hetero miRNA の作製と活性 
 天然型の miRNA は miRNA/miRNA*2本鎖構造である(10)。本章では第 4章で得た知見を基
にし、miRNA*鎖を全て DNA で置換した miRNA/miDNA*構造をもつ hetero miRNA 
(HmiRNA)を設計した。Fig 5-2に示すように、天然型の miR-143は分子内に 4つのミスマッ
チ部位と両 3’末端に突出塩基を持つ。本章で作製した標準型 HmiR-143は、両端が平滑末端
である完全相補的な RNA/DNA 二本鎖構造である。 
 
 
 
 
第 4章においてDNAパッセンジャー鎖の適切な位置に 1塩基ミスマッチが含まれる場合
に、HsiRNA の活性が高まることを示した。このことから、HmiR-143 に対して適切な位置
にミスマッチ塩基を導入することで高い活性を与えられると推察できる。miDNA*鎖の 5’
末端から 4番目の位置にミスマッチを持つ HmiR-143_4m、12番目の位置にミスマッチを持
つ HmiR-143_12m、18番目の位置にミスマッチを持つ HmiR-143_18mを設計した (Table 5-1)。
それぞれのミスマッチ塩基の位置は、天然型 miR-143 がもつミスマッチ塩基の位置に合わ
 
Table 5 – 1. ミスマッチを含むHmiR-143変異体のmiDNA*鎖
の配列 
Name of HmiRNA 
Sequence of miDNA* strand 
(5’ – 3’) 
HmiR-143 GAGCTACAGTGCTTCATCTCA 
HmiR-143_4m GAGGTACAGTGCTTCATCTCA 
HmiR-143_12m GAGCTACAGTGGTTCATCTCA 
HmiR-143_18m GAGCTACAGTGCTTCATGTCA 
HmiR-143_4-12m GAGGTACAGTGGTTCATCTCA 
HmiR-143_4-18m GAGGTACAGTGCTTCATGTCA 
HmiR-143_12-18m GAGCTACAGTGGTTCATGTCA 
※太字はミスマッチ塩基を示している。 
Fig 5-2. miR-143 および HmiR-143の配列と構造 
小文字は RNA、大文字は DNAを表している。上側が miRNA鎖、下側が miRNA*鎖または miDNA*
鎖である。 
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せて選択した。さらに、これらのミスマッチ塩基を組み合わせることにより、2本鎖領域内
に 2 つのミスマッチ塩基を有する HmiR-143_4-12m、HmiR-143_4-18m、HmiR-143_12-18m
を作製した (Table 5-1)。HmiR-143 変異体の活性測定はレポータージーンアッセイにより行
った。用いたプラスミドは活性測定用の pDsRed2-143target および導入効率補正用の
pCAGGS-GFP である。pDsRed2-143targetは DsRed2遺伝子の 3’-UTRに miR-143 のターゲッ
ト配列が組み込まれている。これらのプラスミドと miR-143 もしくは HmiR-143 を同時に
HEK293T 細胞へ導入した。48時間後に細胞を溶解し蛍光量を測定した。Fig 5-3A に示すよ
うに、miDNA*鎖の 5’末端から 4 番目の位置にミスマッチ塩基をもつ HmiR-143_4m、
HmiR-143_4-12m、HmiR-143_4-18 が高い活性を示した。4 番目の位置にミスマッチ塩基を
持たない HmiR-143_12m、HmiR-143_18m、HmiR-143_12-18m の活性は、標準型である
HmiR-143 の活性と同等であり、ミスマッチ塩基導入による活性の改善は見られなかった。
このように、miDNA*鎖の 5’末端から 4番目の位置にミスマッチを導入することでHmiR-143
の活性を高めることが出来たが、これらの活性は天然型 miRNA よりも低いものであった。 
 
5-3-2. 延長領域の付加による HmiR-143の高活性化 
 第 4章において、DNAパッセンジャー鎖の 5’末端への延長領域の付加により HsiRNAの
活性が向上することが示された。そこで HmiR-143の miDNA*鎖に対して同様の 5’延長領域
を付加することで、高活性化を行えないかと考えた。Fig 5-3A に示した HmiR-143変異体が
持つ miDNA*鎖の 5’末端に、Grichな延長配列(5’ – GAGGGAGAG – 3’）を付加することで
活性が変化するかを、レポータージーンアッセイにより調べた。Fig 5-3B に示すように、
HmiR-143_4m に延長領域を付加した場合にのみ活性の改善が確認できた。ミスマッチ塩基
をもたない HmiR-143、もしくは miDNA*鎖の 5’末端から 4番目以外の位置に 1つのミスマ
ッチ塩基をもつ HmiR-143_12m および HmiR-143_18m に対して延長領域を付加した場合に
は、活性の変化は起こらなかった。また二つのミスマッチ塩基をもつ HmiR-143_4-12m、
HmiR-143_4-18m、HmiR-143_12-18mに延長領域を付加した場合には、活性の著しい低下が
起こった。 
第 4章および Fig 5-3で使用した延長配列は、(5’ - GAGGGA - 3’)の繰り返し配列を用いて
作製したものであった。ここでは、異なった延長配列をもつ 5 種類の延長型 HmiR-143_4m
を作製し、それぞれの活性を比較した。Table 5-2に新しく設計した延長型 HmiR-143_4mが
もつ延長領域の配列を示した。カッコ内の数字は延長領域の塩基数を表している。Long1(12)
は第四章において最も高い効果を示した延長領域をもつ。Long2(16)、Long3(14)は G 含有率
の高いランダム配列により構成された延長領域を持つ。一方、Long4(17)、Long5(17)は G含
有率の低いランダム配列により構成された延長領域を持つ。活性の比較はレポータージー
ンアッセイにより行った。Fig 5-4A に示すように、全ての延長型 HmiR-143_4m が
HmiR-143_4m よりも高い活性を示し、中でも Long2 (16)が最も高い活性をもつことが明ら
かになった。延長配列の効果により HmiR-143_4mの活性が高まっていることを確認するた 
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Fig 5-3. 異なる位置にミスマッチをもつ HmiR-143および延長型 HmiR-143の活性 
レポータージーンアッセイにより異なる位置にミスマッチをもつ HsiRNA (A)および延長型 HsiRNA 
(B)の活性を測定した。サンプルの濃度は 2 nMに合わせた。 
A 
B 
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Table 5-2. 延長型 HmiR-143 の延長領域の配列 
Name of 
HmiRNA 
5’ flanking sequence of miDNA* 
strand(5’ – 3’) 
Long1(12) GGAGAGGGAGAG 
Long2(16) GCGTAGGCGTTGGAGC 
Long3(14) GCGTAGGCAAGAGT 
Long4(17) CCTGAAGTTCATCTGCA 
Long5(17) TTGAAGTCCCAGTCGAA 
Long2(4) GCGT 
Long2(8) GCGTAGGC 
Long2(12) GCGTAGGCGTTG 
括弧内の数字は延長領域の塩基数を表している。 
Fig 5-4. 延長領域の配列が活性に与える影響 
(A) ランダムな延長配列をもつ延長型 HmiR-143の活性を比較した。サンプル濃度は 500 pMに合わ
せた。 (B) Long2の延長領域の長さと活性との関係を調べた。サンプルの濃度は 2 nMに合わせた。 (C) 
miR-143と Long2(16)の活性を 4段階の濃度において比較した。 
A 
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B 
C 
Fig 5-4 続き 
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め、異なる長さの延長領域をもつ Long2 (16)変異体を作製した。これらを延長領域の長さに
応じて Long2 (4)、Long2 (8)、Long (12)と名付け、それぞれがもつ延長領域の配列を Table 5-2
に示した。これらの活性をレポータージーンアッセイにより比較したところ、最も短い 4
塩基長の延長領域を付加した Long2 (4)の活性は HmiR-143_4mの活性と同等であり、延長 
配列の付加による活性の改善は見られなかった (Fig 5-4 B)。しかし、8塩基長または 12塩
基長の延長領域を付加した Long2 (8)および Long2 (12)は HmiR-143_4m よりも高い活性を
示した。そして、Long (12)よりも 4塩基分長い延長領域をもつ Long (16)がより高い活性を
もつことから、延長領域の長さに依存して活性が向上していることを確認できた。Fig 5-4C
の結果から、Long2(16)は天然型 miR-143には劣るものの高い活性を有していることが確認
された。 
 
5-3-3. 延長領域の付加による miR-143の高活性化 
延長型 HmiR-143_4mの活性は miR-143よりも低く、合成コストが低いとはいえ実用的で
はない。次に、ヘテロ化を行わず 2 本鎖 RNA に対して延長領域を付加した延長型 miR-143
を設計した。miR-143 は抗腫瘍活性を示すものの、その程度は決して高いと言えない。延長
化によって miR-143 の活性を高めることに成功すれば、より効率の良い腫瘍増殖抑制が可
能になる。 
 作製した延長型 miR-143を Fig 5-6A に示す。延長配列は HmiR-143 と同様の配列を持つ 2
本鎖 RNA である miR-143_4m に付加した。143_4m_GGA12 は、5-3-2 で述べた Long1 を基
に、全ての塩基を RNA で設計したものである。143_4m_long は同じ実験で最も高い活性を
示した Long2(16)を基に設計したものである。上記 2つの延長型 miR-143は、延長領域の塩
基も全て RNAで構成されているが、これらの延長領域を全て RNAから DNAに置き換えた
キメラ延長型 miR-143 も併せて作製した。それぞれの核酸を 143_4m_GGA12_chimera、
143_4m_long_chimera と表記する。それらに加えて、天然型 miR-143 をミスマッチの位置は
変えず、両末端を平滑末端にした 143_bluntを作製した。そして、143_bluntに延長配列を付
加した 143_blunt_GGA12 、143_blunt_GGA12_chimera を併せて作製した。活性の比較はレ
ポータージーンアッセイにより行った。 
Fig 5-6B に示すように、延長配列を有しない 143_4mが、すでに 143_mature よりも高い活
性を示していた。miR-143_4m に RNA 延長領域を付加した 143_4m_GGA12、143_4m_long
は共に活性が向上し、143_mature を上回る活性を示した。HmiRNA を用いた実験の結果と
同様に、143_4m_long は 143_4m_GGA12 よりも高い活性を示した。さらに興味深いことに
延長領域を DNA に置換したキメラ延長型 miR-143 は、それぞれ基となった RNA 延長型
miR-143 よりも高い活性を持つことが明らかになった。143_4m_long_chimera は今回設計し
た miR-143変異体の中で最も高い活性を示し、その活性は 143_mature の活性を大きく上回 
るものであった。また天然型 miRNAと同様に 4つのミスマッチ塩基をもつ miR-143_blunt 
に対して延長領域を付加した 143_blunt_GGA12、143_blunt_GGA12_chimera は 143_bluntよ 
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りも低い活性を示した。このことから、やはり延長領域付近以外に存在するミスマッチ塩
基は、延長領域の付加による活性促進効果を妨げることが確認された。そして、これら 2
つの延長型 miR-143 においても、DNA 延長領域をもつ miR-143_GGA12_chimera が、RNA 
RNA延長領域をもつ miR-143_GGA12よりも高い活性を示した。 
 
5-3-4. キメラ延長型 miR-143のがん細胞増殖抑制効果 
 冒頭で述べたとおり、miR-143は多くのがん細胞株に対して抗腫瘍活性を持つことで知ら
れている。これまでの実験で得られた 143_4m_long_chimera はレポータージーンアッセイに
おいて、天然型 miR-143を大きく上回る活性を示した。このことから、143_4m_long_chimera
は極めて高い抗腫瘍活性を有することが期待される。ここでは、HeLa S3、MIA PaCa-2とい
う 2種類のがん細胞株に対する 143_4m_long_chimera の増殖抑制効果を検証した。 
Table 5-3. 延長型 miR-143 の配列と構造 
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A 
Fig 5-5. 各延長型 miR-143の活性測定 
(A) 各延長型 miR-143 の活性をレポータージーンアッセイにより測定した。サンプル濃度は 100 pM
に合わせた。 (B) miR-143と 143_4m_long_chimera の活性を濃度依存的に比較した。 
B 
66 
 
各細胞に miR-143、143_4m_long_chimera、control siRNAのいずれかをトランスフェクショ
ンし、2 日後の細胞生存率を WST-assayにより測定した。予想していた通り、どちらの細胞
に対しても miR-143 は低い細胞増殖抑制効果しか示すことが出来なかった。一方、本章で
作製した 143_4m_long_chimera は、どちらの細胞に対しても高い細胞増殖抑制効果を示した
(Fig 5-6A、B)。 
 
 
 
A 
B 
Fig 5-6. 延長型 miRNA を用いたがん細胞増殖抑制 
HeLa S3 (A)または MIA PaCa-2 (B)に対して各 2本鎖核酸を 40 nMの濃度で導入し、WST assayにより
2日後の細胞生存率を測定した。 
 
67 
 
5-4. 考察 
 本章では、がん細胞に対して増殖抑制能をもつ miR-143 の高活性化に取り組んだ。初め
に miR-143*鎖を全て DNA で置換した HmiR-143を作製した(Fig 5-2)。そして、ミスマッチ
塩基の導入および延長領域の付加による HmiR-143の高活性化を行った。Fig 5-3において示
されたように、延長領域の付加によって HmiRNA の活性を高めるためには、HmiR-143_4m
のように延長領域に近い位置にミスマッチ塩基をもつことが必要であることが分かった。
また、HmiR-143_4-12m、HmiR-143_4-18m、HmiR-143_12-18mのような離れた 2つの位置に
ミスマッチ塩基を含むものに対して延長領域を付加した場合、活性が大幅に低下すること
が明らかになった。 
Fig 5-4B に示すように、HmiR-143_4m に Grich 配列で構成される延長領域を付加した
Long2(16)は本章で作製した HmiR-143変異体の中で最も高い活性を示した。しかしながら、
その活性は天然型 miR-143 より低いものであった。第 4 章でも述べたように、2 本鎖 RNA
結合タンパク質である TRBPおよび PACTが siRNAや miRNAの RISCへの取り込みを促進
することが知られている。HsiRNAおよび HmiRNAは 2本鎖 RNA領域をもたないため、こ
れらのタンパク質に認識されないので、RISCへの取り込み効率が 2本鎖 RNAである siRNA
や miRNA よりも低く、それに伴い翻訳阻害活性も低下する。DNA 置換による活性低下の
度合いは 2 本鎖領域の配列により異なり、大きく活性が低下するものもあれば、ほとんど
活性が変化しないものもある。第 4章で用いた HsiPolのように、DNA 置換によって活性が
あまり低下しないものであれば、ミスマッチ導入と延長領域付加を組み合わせる事により 2
本鎖 RNAである HsiPolと同等の活性を与える事が出来る。しかし、本章で用いた HmiR-143
はDNA置換による活性の低下が著しく、ミスマッチ導入と延長領域付加を行った場合にも、
miR-143より低い活性しか示さなかった。 
 miRNA*鎖の DNA置換を行わず、2本鎖 RNAである miR-143_4mに対して延長領域を付
加した場合にも活性の向上を確認した。そして、本章で作製した延長型 miR-143 の中で最
も高い活性をもつ 143_4m_long_chimeraは、天然型の miR-143よりも高いがん細胞増殖性効
果を示した(Fig 5-6)。これらの結果から、本章において創製したキメラ延長型 miR-143は非
常に優れたがん治療薬となる可能性があると言える。 
 ここまで述べたように、Grich 配列をもつ延長領域を付加することで HmiRNA および
miRNA の活性が飛躍的に向上した。しかしながら、、延長領域がどのような仕組みでこれら
の活性を高めているのかは不明である。ここでは、現時点で得られているデータを基に延
長領域の作用機構について仮説を立てた。Kwak らは unwinding によって miRNA/miRNA*2
本鎖が 1 本鎖化される際に、Fig 5-7 に示す wedging と呼ばれる機構が関与していると報告
した(Fig 5-7)。wedging とは、Ago2に取り込まれた miRNA/miRNA*2 本鎖の末端領域に Ago2
の N 末端ドメインを食い込ませる反応を表している。Kwakらは wedgingの機能をもたない
Ago2 変異体を用いた実験によって、wedging が miRNA/miRNA*2 本鎖の unwinding が効率
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よく起こるために必須の反応であることを示した。Nicole らが解明した miRNA-Ago2 複合
体の立体構造(18)から、Ago2に取り込まれた延長型 miRNA の 5’延長領域は、Ago2の N末
端領域付近に存在すると予測される(Fig 5-8)。これらのことから、延長型 miRNAの 5’延長
領域が Ago2の N 末端領域と相互作用することで、wedgingの効率が高められているのでは
ないかと推察した(Fig 5-9)。延長領域におけるグアニン含有量の上昇によって、延長型
miR-143 の活性が向上したことから、延長領域中のグアニンが N 末端ドメインと親和性を
もつことが示唆される。つまり、キメラ延長型 miR-143の高活性は、延長領域が Ago2 の N
末端ドメインと相互作用することでwedgingを促進し unwinding効率が高まることによって
得られていると考えている。Fig 5-5A に示したように、延長領域が DNAである方が高い活
性促進効果が得られた。この原因として、DNAの方が細胞内において安定にしていること、
DNAのグアニンがRNAのグアニンよりも強くAgo2のN末端ドメインと相互作用すること
などが考えられるが、こちらについても理由は明らかでない。 
本研究で開発した延長領域の付加による miRNA の高活性化法は、miR-143に限らずあら
ゆる miRNA に応用できると考えている。miR-22(11-13)や miR-34(14-16)など抗腫瘍活性を示す
miRNA は数多く報告されている。これらの miRNAに対してキメラ延長型 miRNAを作製す
ることが、有効な抗がん剤の創製につながると期待している。 
 
  
Fig 5-7. Kwakらが示した wedging機構の概念図 
 Ago2 に取り込まれた miRNA2 本鎖が、Ago2 の N 末端ドメインからの wedging を受けることで、
unwindingによる 1本鎖化が促進される。 
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Fig 5-8. Human Ago2の立体構造 
 Ago2は N末端ドメイン、PAZ ドメイン、PIWI ドメイン、MIDドメインによって構成されている。 
 
Fig 5-9. 延長領域と N 末端ドメインの相互作用  
 延長型 miRNAが RISCに取り込まれると、Ago2の N末端ドメインと延長領域の相互作用が起こる。
その結果、N末端ドメインによる wedgingが促進され unwindingが効率よく行われる。 
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第 6章 
pre-miRNA を標的とした 
siRNA による 
がん細胞選択的増殖抑制 
 
  
74 
 
6-1. 緒言 
 あらゆる疾患の発生機構が分子レベルで詳細に解明されつつある現在、疾患の原因とな
る分子だけに特異的に作用する分子標的薬の開発が急速に進んでいる(1-3)。これまで主流で
あった低分子医薬は網羅的スクリーニングによって生み出されたものがほとんどであり、
詳細な作用機構が知られないまま使用されているものが多く存在する。そのため生体内で
予期せぬ働きをし、重篤な副作用を引き起こしてしまう危険性があった。一方、分子標的
薬は標的とする分子が定まっており薬剤の作用機構も明らかであるため、予期せぬ副作用
が起きる可能性が低いとされている。現在最も開発が盛んな分子標的薬は抗体医薬であり、
次々に有効な医薬が生み出されている(4, 5)。そして抗体医薬に続く、次世代の分子標的薬と
して期待を集めているのが siRNA 医薬である(6)。 
 siRNAは塩基配列を変えるだけで、細胞内のあらゆるタンパク質の発現を調節できる(7, 8)。
抗体は巨大な分子であり細胞内への導入が難しいため、現在の抗体医薬は細胞表面タンパ
クを標的としたものがほとんどである。細胞内のタンパク質も標的に出来る siRNA 医薬が
実現すれば、よりバラエティーに富んだ分子標的薬の開発が可能になる。細胞の生存に必
須なタンパク質を標的とした細胞致死性 siRNA なども知られており(9)、これらを用いるこ
とで、がん細胞を死滅させ腫瘍の増殖を抑制する事も可能である。しかし現在の DDS 技術
では、これら細胞致死性 siRNA を腫瘍組織選択的に届けることは難しく、正常細胞の増殖
を抑制し思わぬ副作用を引き起こす可能性がある。このことから正常細胞の生存には関わ
らず、がん細胞の生存にのみ大きく関与する因子を標的とすることが望まれる。 
 siRNA を用いたがん細胞選択的な増殖抑制を実現するため、がんの形成に大きく関与す
ることが明らかになっている miR-21(10, 11)に着目した。しかし、1本鎖となり RISC に取り込
まれた後の miRNA を siRNA の標的とすることは事実上極めて難しい。そこで、miR-21 の
前駆体である pre-miR-21 (Fig 6-1A)に対する siRNAを作製しノックダウンすることにより、
がん細胞における miR-21 の生合成を阻害し、細胞増殖抑制効果を得られないかと考えた。
miR-21は正常細胞においてほとんど発現がみられず(13, 14)、正常細胞の機能維持にはあまり
関わっていないことが推察される。つまり pre-miR-21 がノックダウンされれば、がん細胞
選択的な増殖抑制が可能になると期待できる。また一般的に siRNA の標的は mRNA である
と考えられているため、本手法の有効性を示すことが出来れば、siRNA を応用できる幅が
飛躍的に広がるきっかけになると考えた。 
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6-2. 材料と方法 
 
6-2-1. 細胞培養 
 ヒト胎児腎由来 HEK293T 細胞およびヒト子宮頸がん由来 HeLa S3 細胞は、10%ウシ胎児
血清(FBS) (CCB)、100 units/mL penicillin G (Wako)および 100 µg/mL streptomycin (Wako)添加
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Wako)を用いて培養した。 
 
6-2-2. siRNA の調製 
使用した RNAの化学合成は全て Sigma社に依頼した。第 4章と同様の手順でアニーリン
グを行い 2本鎖を形成した。 
 
6-2-3. pre-miRNA および mature miRNAの定量 
第 4 章と同様の手順で HeLa S3 細胞に核酸を導入した。2 日後に培養上清を除き、Trizol 
(Invitrogen)を用いて全 RNA を抽出した後、イソプロパノール沈殿法により全 RNAを単離・
精製した。得られた全 RNA から PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser (Takara)を用い
て cDNA を合成した。この際に、キットに含まれるプライマーを用いて全 cDNA を、標的
特異的なプライマーを用いて pre-miR-21 および mature miR-21 由来の cDNA を取得した。
qRT-PCR 法により各 RNA の定量を行った。pre-miR-21 および GAPDH の検出には SYBR 
Premix Ex Taq (Takara)を使用し、mature miR-21の検出には FastStart Universal Probe master 
(Roche)を使用した。各遺伝子の検出に用いたプライマーの配列を Table 6-1に示す。 
 
A 
B 
Fig 6-1. pre-miR-21 および、それを標的とする siRNA の構造と配列 
(A) pre-miR-21の構造と配列を示した(15)。 (B) si-pre21の構造と配列を示した。上側の鎖がガイド鎖
を、下側の鎖がパッセンジャー鎖を示している。si-pre21は pre-miR-21の 18番目から 36番目の塩基を
標的とするよう設計されている。小文字は RNA、大文字は DNAを表している 
 
76 
 
 
 
6-2-4. 細胞増殖測定 
 細胞生存率の測定は第 5 章と同様の手順で行った。結果は同様の実験を 3 回実施した平
均値で示した。 
 
6-2-5. レポータージーンアッセイ 
 第 5 章と同様の手順でレポータージーンアッセイを行った。pDsRed2-C1 のもつ DsRed2
遺伝子の 3’-UTR に、si-pre21 の標的配列を組み込んだ pDsRed2-pre21target を活性測定に使
用した(Fig 6-2)。結果は同様の実験を 3回実施した平均値で示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 6-1. qRT-PCRで使用したプライマーの配列 
Name of 
primer 
Sequence (5’ - 3’) 
pre21-RT ACAGCCCATCGAC 
pre21-right TAGCTTATCAGACTGATGTTGAC 
pre21-left ACAGCCCATCGACTGG 
mature21-RT 
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGG 
TATTCGCACCAGAGCCAACTCAACA 
mature21-right GCCCGCTAGCTTATCAGACTG 
mature21-left GTGCAGGGTCCGAGGT 
GAPDH-right TCCCATCACCATCTTCCA 
GAPDH-left CATCACGCCACAGTTTCC 
 
Fig 6-2. レポーター遺伝子の構成 
 DsRed2遺伝子の 3’-UTR に si-pre21の標的配列が含まれている。DsRed2 mRNAは CMV プロモータ
ーから、GFP mRNAは CAGプロモーターから転写される。 
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6-3. 結果と考察 
 
6-3-1. pre-miR-21のノックダウンによるがん細胞増殖抑制 
 miR-21 生合成経路の停止を目的として、miR-21 の前駆体である pre-miR-21 に対する
siRNA の設計を行った。siRNA の働きによって pre-miR-21 が分解されることにより、成熟
型 miR-21(mature miR-21)産生量の減少が期待される。pre-miR-21の構造は Fig 6-1A に示す
とおりであり、作成した siRNA (si-pre21)は pre-miR-21のステムループ領域を標的として設
計されている(Fig 6-1B)。本章においては、現在最も一般的に使用されている両 3’末端に 2
塩基の突出したチミンをもつ siRNAを使用した。 
si-pre21による pre-miR-21および mature miR-21の発現抑制効果について検討した。がん
細胞モデルとして HeLa S3 細胞を用いた。si-pre21 を HeLa S3 細胞に導入し、2 日後の
pre-miR-21量およびmature-miR-21量を qRT-PCR法により測定した。Fig 6-3Aに示すように、
si-pre21 の導入によって HeLa S3 細胞内の pre-miR-21 発現量が減少した。また pre-miR-21
がノックダウンされたことで、下流の mature miR-21の発現量も同じく減少していることが
確認された。これらのことから、siRNAを用いた pre-miRNAのノックダウンはmature miRNA
の産生を阻害する有効な方法であると言える。 
緒言で述べたように miR-21 はがん細胞の形成に大きく関わっているため、si-pre21 を用
いて mature miR-21 の発現量を低下させることで、がん細胞の増殖を抑制できると期待され
A B 
Fig 6-3. si-pre21による pre-miR-21 および mature miR-21の発現抑制 
 HeLa S3細胞に対して si-pre21を導入し、mature miR-21 (A)および pre-miR-21 (B)の発現量を定量 PCR
法により測定した。サンプル濃度は(■) 20 nM、(□) 10 nMに合わせた。 
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る。HeLa S3 細胞に対して si-pre21の導入し、2日後における HeLa S3 細胞の生存率をWST 
assayを用いて測定した、Fig 6-4A に示すとおり、si-pre21を導入した場合に HeLa S3 細胞の
増殖が抑制された。このことから、si-pre21 のがん細胞に対する増殖抑制能を確認できたの
で、続けて si-pre21 のがん細胞に対する選択性について検証を行った。miR-21 は、がん細
胞において過剰に発現する miRNA であるため、正常細胞の形成にあまり関与していないと
推察される。正常細胞モデルとして miR-21 の発現量が低いことで知られる HEK293T 細胞
を用いた(１６)。si-pre21 を HEK293T 細胞に導入し、WST assayにより 2日後における細胞生
存率を測定した。予想していたように、si-pre21 を導入した場合においても HEK293T 細胞
の増殖に変化は見られなかった(Fig 6-4B)。このことから si-pre21 はがん細胞選択的な増殖
抑制効果を有する優れた分子標的薬候補であると言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
B 
Fig 6-4. si-pre21の導入によるがん細胞および正常細胞の生存率への影響 
 HeLa S3細胞(A)もしくは HEK293T細胞(B)に対し 20 nMの si-pre21を導入し、WST assayにより 2
日後の細胞生存率を測定した。 
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6-3-2. 延長型 si-pre21 による高効率ながん細胞増殖抑制 
 第 4 章及び第 5 章において、HsiRNA または miRNA の末端に Grich 延長配列を付加する
ことで活性が高まることを示した。本章では、がん細胞増殖抑制効果をもつ si-pre21に対し
て Grich延長配列の付加を行うことで活性高め、より効率良くがん細胞の増殖を抑制するこ
とを目指した。作製した延長型 siRNA の構造は Fig 6-5 A に示すとおりであり、これを
si-pre21_longと名付けた。si-pre21は 2本鎖 RNA 領域に 1つのミスマッチ塩基、パッセンジ
ャー鎖の 5’末端に Grichな DNA延長領域を有している(Fig 6-5A)。 
レポータージーンアッセイを行うことにより、si-pre21 と si-pre21_long の活性を比較し  
た。用いたプラスミドは活性測定用の pDsRed2-pre21target および導入効率補正用の 
pCAGGS-GFP である。pDsRed2-pre21target は DsRed2 遺伝子の 3’-UTR に si-pre21 のターゲ
ット配列が組み込まれている。これらのプラスミドと活性を測定する siRNA を同時に 
HEK293T 細胞へ導入した。48 時間後に細胞を溶解し、蛍光量を測定することにより得た 
DsRed2/GFP の値を基に活性の比較を行った。Fig 6-5B に示すように、新たに設計した  
si-pre21_longは si-pre21 よりも効率よく DsRed2の発現を抑制し高い活性を示した。 
  
A 
B 
Fig 6-5. レポータージーンアッセイによる延長型 siRNAの活性測定 
 (A) si-pre21_long の構造と配列を示した。RNA は小文字、DNA は大文字で示した。 (B) si-pre21 と
si-pre21_longの活性を比較した。サンプル濃度は(■) 500 pM、(□) 250 pMに合わせた。 
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si-pre-21_longのmature miR-21産生に対する抑制効果について検証を行った。si-pre21_long
を HeLa S3細胞に導入し、2 日後の mature miR-21量を qRT-PCR 法により測定した。Fig 6-6A
に示すとおり、si-pre21_long は si-pre21 よりも僅かではあるが効率よく mature miR-21 の産
生を抑制していた。続けて si-pre21_longのがん細胞増殖抑制効果を調べた。HeLa S3 および
MIA PaCa-2細胞に対して si-pre21_longを導入し 2日後における細胞生存率を WST assayに
より測定した。どちらに細胞に対しても si-pre21_long は si-pre21を上回る高い細胞増殖抑制
効果を示した(Fig 6A、B)。 
 siRNA を用いて pre-miRNA のノックダウンを行う手法は、未だあまり知られていない。
延長型 siRNAを用いて、様々な pre-miRNAを効率よくノックダウンすることが可能である。
また pre-miRNA に限らず細胞内のあらゆる機能性 RNA のはたらきを、延長型 siRNA を用
いて制御することが可能になると期待している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 6-6. 延長型 siRNAによる mature miRNAの発現阻害 
 HeLa S3細胞に対して 20 nMの各二本鎖核酸を導入し、mature miR-21 の発現量を qRT-PCR法により
測定した。 
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A 
B 
Fig 6-7. si-pre21_longのがん細胞に対する増殖抑制効果 
 HeLa S3 細胞(A)または MIA PaCa-2細胞に対して 20 nMの 2本鎖 RNAを導入し、2日後の生存率を
WST assayにより測定した。 
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総括 
 
 序論で述べたように、miRNA の異常発現が多種多様な疾患の発生に大きく関わることが
明らかになっている。それに伴い、miRNA を標的とした様々な治療薬が提案され実用化に
向けて急速に研究が進んでいる。本研究においても、RNA 干渉経路を標的とした新たな機
能性核酸を創製し、主にがんの治療を目的として研究を行った。 
 第 2章では、新規 miRNA inhibitorである LidNAの開発について述べた。市販されている
ものも含め、これまでに開発された miRNA inhibitor のほとんどは化学修飾核酸を用いて合
成されたものである。非修飾 DNA からなるアンチセンス核酸は、miRNA に対する親和性
が低いため、これまで miRNA inhibitorとして使用されることはなかった。本研究において、
アンチセンスDNAの両末端に 2本鎖領域を付加することによりmiRNAへの親和性を高め、
miRNA inhibitorとして使用することに成功した。この非修飾 DNAからなる miRNA inhibitor
をLidNAと命名した。レポータージーンアッセイにおいて、LidNAは既存の化学修飾miRNA 
inhibitorよりも高い miRNA 阻害活性を有することが示された。 
 第 3 章では、2 本鎖領域の付加によって一本鎖アンチセンス DNA の結合力が著しく高ま
る機構について述べた。表面プラズモン共鳴を用いた実験の結果、2本鎖領域が存在するこ
とでアンチセンスDNAの標的DNAへの結合力が 2000倍にまで高まることが明らかになっ
た。さらに結合解離速度定数の値から、2 本鎖領域は標的 DNA の解離抑制に対してほとん
ど寄与せず、標的 DNAの結合促進に大きく関与していることが示された。また蛍光偏光解
析の結果から、1 本鎖 DNA に 2 本鎖領域を付加することで、1 本鎖領域の分子運動が大幅
に抑制されることが明らかになった。これらのことから、LidNAの 2本鎖領域は miRNA 結
合領域の分子運動を抑制し、LidNAと miRNAの結合を強く促すはたらきをもつことが証明
した。 
 第 4 章では、低副作用性 siRNA である HsiRNA の開発について述べた。一般的な siRNA
は RNA2 本鎖構造を取るが、HsiRNA は片側の鎖を全て DNA で置換した RNA/DNA2 本鎖
構造をとる。HsiRNAは低コストで合成でき副作用の危険性も少ないというメリットをもつ
が、活性面で siRNA に大きく劣る事が問題となっていた。しかし、本研究において HsiRNA
の DNA パッセンジャー鎖に Grich延長配列を付加することで、著しく活性を高めることに
成功した。この延長型 HsiRNA は基となった siRNA と同等の高い活性を示した。また延長
型 HsiRNA は siRNA によって強く誘導されるインターフェロン応答反応をほとんど引き起
こさないことが明らかになった。 
 第 5章では、高活性型 miRNA の開発について述べた。miR-143は抗腫瘍活性を有するこ
とでよく知られているが、その活性はそれほど強くなかった。そこで第 4 章で得られた知
見を基にして、miRNA*鎖の5’末端にGrich延長配列を付加した延長型miR-143を作製した。
レポータージーンアッセイの結果から、延長型 miR-143 の翻訳抑制活性は天然型 miR-143
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のものを上回ることが確認できた。さらに、がん細胞を用いた増殖抑制実験を行ったとこ
ろ、延長型 miR-143 は非常に強い抗腫瘍活性を有することが明らかになった。 
 第 6 章では、siRNA を用いたがん細胞選択増殖抑制法について述べた。miR-21 はがん細
胞で過剰に発現している miRNA であり、がんの増殖及び転移に深く関与していることが知
られている。本研究では、miR-21 の前駆体である pre-miR21 を、siRNA を用いてノックダ
ウンすることで、miR-21の生合成を阻害することに成功した。si-pre21 は、がん細胞に対し
ては強い増殖抑制効果を示したが、正常細胞の増殖には一切影響しなかった。また延長型
の si-pre21を使用したところ、より効率よくがん細胞の増殖を抑制することが可能になった。 
 本研究において、RNA 干渉に関わる非常にユニークな機能性核酸を多数生み出すことに
成功した。これらの機能性核酸を組み合わせることで、がんに限らず様々な疾患に対する
有効な治療法につながると期待される。 
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